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1 Einleitung 
Der weltweite ökonomische Wert von tierischer Bestäubung wurde für das Jahr 2015 auf 235 
- 577 Milliarden USD geschätzt (IPBES 2016) und insbesondere die Qualität von Früchten wird 
durch tierische Bestäubung verbessert (KLATT et al. 2014). Insekten sind wichtige Bestäuber, 
daneben spielen Vögel, Fledermäuse und andere Säugetiere eine untergeordnete Rolle. Die 
große Mehrheit der bestäubenden Insekten sind wild-lebende Arten, jedoch spielt die meist 
von Imkern gehaltene Honigbiene eine große Rolle (IPBES 2016). In dem Zusammenhang 
gibt der Rückgang an Insekten im Allgemeinen (HALLMANN et al. 2017) und an bestäubenden 
Insekten im Besonderen (GOULSON et al. 2015) Anlass zur Sorge. Die Gründe für diese 
Entwicklung sind vielschichtig. Als Hauptursachen werden teilweise eingeschleppte Parasiten 
und Krankheiten, der Klimawandel, aber auch die intensivierte Landwirtschaft und das damit 
einhergehende Fehlen von Blühpflanzen, sowie der Einsatz von Pestiziden verantwortlich 
gemacht (GOULSON et al. 2015). 
Im Deutschen versteht man unter einem Pestizid ein „Schädlingsbekämpfungsmittel“ 
(SCHAEFER 2012) oder ein „Pflanzenschutzmittel“ (BÖRNER et al. 2009). Es handelt sich 
hierbei um eine Sammelbezeichnung für chemische Stoffe, die Organismen im Allgemeinen 
abtöten sollen (SCHAEFER 2012) - wohingegen das englische Wort „pesticide“ für ein 
Präparat zur Abtötung tierischer Schädlinge steht (BÖRNER et al. 2009). Dementsprechend 
gehören zur Gruppe der Pestizide im Deutschen Herbizide gegen Kräuter, Graminizide gegen 
Gräser, Fungizide gegen Pilze, Bakterizide gegen Bakterien, Rodentizide gegen Nagetiere, 
Molluskizide gegen Schnecken, sowie Insektizide gegen Insekten im Allgemeinen (BÖRNER 
et al. 2009). Insektizide werden nicht nur in der Landwirtschaft, sondern auch in der 
Veterinärmedizin in Form von Anti-Parasitika eingesetzt (VIDAL-NAQUET 2015). 
Die Honigbiene (Apis mellifera) und andere bestäubende Insekten können auf 
unterschiedlichen Wegen mit Pflanzenschutzmitteln in Kontakt kommen. Pflanzenschutzmittel 
können in der Landwirtschaft durch Spritzanwendung oder Blattanwendung eingesetzt 
werden. Auf diesem Weg können sie sich direkt auf fliegenden Bienen ablagern oder durch 
Ablagerung auf Blühpflanzen in den Nektar und Pollen gelangen. Systemische 
Pflanzenschutzmittel dringen im Unterschied dazu in die gesamte Pflanze ein. Sie werden in 
Form von Saatgutbeizung oder als Spritzanwendung oder Blattanwendung verwendet. Sie 
gelangen so in Nektar und Pollen, sind aber auch im Guttationswasser oder im Honigtau der 
Pflanzen zu finden und können so durch Honigbienen aufgenommen werden. Ebenso können 
Pflanzenschutzmittel durch den Boden migrieren und sind so in Stäuben zu finden, die sich 
wiederum auf Blühpflanzen ablagern (ALKASSAB und KIRCHNER 2017, EFSA 2012). 
Schon ab den 1970er Jahren haben Wissenschaftler damit begonnen, den Einfluss von 
Insektiziden auf das Verhalten von Honigbienen zu untersuchen. So wurde beispielswiese 
gezeigt, dass Parathion, ein Insektizid aus der Gruppe der Organophosphate, dazu führt, dass 
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Honigbienen die Richtung einer Futterquelle über den Schwänzeltanz nicht mehr korrekt an 
ihre Stock-Genossinnen weitergeben können (SCHRICKER und STEPHEN 1970). Später 
wurden auch Versuche mit fixierten Bienen durchgeführt, da diese im Labor besser 
kontrollierbar und reproduzierbar sind. So wurde gezeigt, dass verschiedene Insektizide aus 
der Gruppe der Pyrethroide bei fixierten Bienen zu reduzierten Lernerfolgen in der klassischen 
olfaktorischen Konditionierung der Rüsselreaktion  führen (MAMOOD und WALLER 1990, 
TAYLOR et al. 1987). Die klassische olfaktorische Konditionierung wird schon seit den 1960er 
Jahren genutzt, um das Lernverhalten und Gedächtnis von Honigbienen zu untersuchen 
(BITTERMAN et al. 1983, SCHEINER et al. 2013, TAKEDA 1961). Sie basiert auf der 
Assoziation eines zu Beginn neutralen, konditionierten Stimulus, beispielsweise eines Dufts, 
mit einem biologisch relevanten, unkonditionierten Stimulus, meist einer Zuckerlösung. Dazu 
wird die Rüsselreaktion („Proboscis extension response“, PER) der Biene durch Berührung 
ihrer Antennen mit Zuckerlösung ausgelöst und zeitgleich wird ein Duft appliziert. Die 
Rüsselreaktion wird direkt mit der oralen Gabe von Zuckerwasser belohnt, sodass die 
Assoziation von den meisten Bienen schnell gelernt wird. 
Ähnliche Versuche fanden später auch mit einer neuen Insektizidklasse, den Neonikotinoiden, 
statt. DECOURTYE et al. (2003) zeigten, dass die chronische Gabe von Imidacloprid, einem 
Neonikotinoid, über 14 Tage zu verminderten Lernerfolgen führt. Der gleiche Autor konnte für 
Imidacloprid außerdem darstellen, dass die Ergebnisse zwischen Labor- und Halb-Freiland-
Versuchen konsistent waren und schloss daraus, dass der PER Assay ein wichtiges 
Instrument zur Untersuchung von subletalen Effekten von Insektiziden auf Honigbienen ist 
(DECOURTYE et al. 2004b). 
Bereits die Neonikotinoide wirkten am nikotinergen Acetylcholin-Rezeptor (nAChR (THANY 
2010). Den gleichen Zielort haben nun auch neue Insektizidklassen. Hierzu zählt neben 
Sulfoxaflor aus der Insektitzidklasse der Sulfoximine auch der Wirkstoff Flupyradifuron aus der 
Insektizidklasse der Butenolide (BECK et al. 2015). Flupyradifuron ist die aktive Substanz in 
einem neuen Produkt der Bayer AG (Bayer AG, Crop Science Division, Monheim am Rhein, 
Germany). Flupyradifuron wirkt gegen saugende Insekten, wie weiße Fliegen und Blattläuse. 
Es kann auf einer breiten Palette von Feldfrüchten, beispielsweise Kakao, Zitrusfrüchten, 
Kaffee, Baumwolle und anderen Früchten und Gemüsesorten, angewendet werden und im 
Gießverfahren, als Blattanwendung oder via Saatgutbeizung verwendet werden (NAUEN et 
al. 2015). 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss des Insektizids Flupyradifuron auf das 
Verhalten der Honigbiene (Apis mellifera) zu untersuchen. Hierbei soll der Einfluss auf die 
Geschmackswahrnehmung und das Lernvermögen durch die klassische olfaktorische 
Konditionierung untersucht werden. Des Weiteren wird der Einfluss von Flupyradifuron auf die 
motorische Fähigkeit von Honigbienen, sowie deren Sammeltätigkeit begutachtet. Außerdem 
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soll mit histologischen Methoden geklärt werden, ob Flupyradifuron zu veränderten 
Gehirnstrukturen der Honigbiene führt. 
 
 
2 Literaturübersicht 
2.1 Insektizide – Klassifizierung, Wirkstoffgruppen und Bienengefährlichkeit 
Insektizide werden zur Abtötung von Insekten angewandt. Sie finden in der Landwirtschaft, 
aber auch in der Veterinärmedizin Gebrauch und werden auch in der Imkerei zur Bekämpfung 
der Varroa Milbe eingesetzt (BÖRNER et al. 2009, VIDAL-NAQUET 2015). Insektizide können 
anhand unterschiedlicher Gesichtspunkte klassifiziert werden. Nach dem Verhalten auf der 
behandelten Pflanze wird zwischen protektiven Insektiziden, bei denen die zu bekämpfenden 
Schädlinge direkt getroffen werden müssen und systemischen Insektiziden, die in die Pflanze 
aufgenommen werden und so an den Pflanzen saugende Insekten schädigen, unterschieden. 
Nach der chemischen Struktur werden verschiedene Wirkstoffgruppen definiert. Maßgebend 
für die Klassifizierung auf Basis der Empfehlung des „Insecticide Resistance Action 
Committee“ (IRAC) ist der Wirkort bzw. Wirkmechanismus. Unter Wirkorten versteht man in 
diesem Zusammenhang Proteine oder Enzyme mit spezifischen Rezeptoren. 
Ein Großteil der Insektizide besitzt eine neurotoxische Wirkung, welche auf verschiedenen 
Wegen erreicht wird: Die Wirkstoffgruppen Carbamate und Organophosphate hemmen 
beispielsweise die Acetylcholin-Esterase. Am Acetylcholin-Rezeptor (AchR) wirken 
Neonikotinoide und Spinosyne, sowie die beiden neuen Wirkstoffgruppen Sulfoximine und 
Butenolide, zu denen Flupyradifuron gehört. (BÖRNER et al. 2009, VIDAL-NAQUET 2015). 
In Deutschland gilt bis heute die Verordnung über die Anwendung bienengefährlicher 
Pflanzenschutzmittel (Bienenschutzverordnung) vom 22. Juli 1992 (BGBl. I S. 1410), die 
zuletzt durch Artikel 6 der Verordnung vom 27. Juni 2013 (BGBl. I S. 1953) geändert worden 
ist 1992. Darin werden bienengefährliche Pflanzenschutzmittel als solche definiert, „die das 
Bundesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit mit der Auflage zugelassen hat, 
sie als bienengefährlich zu kennzeichnen“, sowie „andere zugelassene Pflanzenschutzmittel 
in einer höheren als der höchsten in der Gebrauchsanleitung vorgesehenen Aufwandmenge 
oder Konzentration, falls eine Aufwandmenge nicht vorgesehen ist“. Sie erhalten die 
Klassifizierung B1. Dagegen sind B2 solche Mittel, die als "bienengefährlich, außer bei 
Anwendung nach dem Ende des täglichen Bienenfluges bis 23.00 Uhr“, klassifiziert werden. 
„Aufgrund der festgelegten Anwendung nicht bienengefährliche Stoffe“ erhalten die 
Klassifizierung B3 und „nicht bienengefährliche“ Stoffe die Klassifizierung B4. 
Bienengefährliche Stoffe dürfen dann beispielsweise nicht an blühenden Pflanzen und an 
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anderen Pflanzen, wenn sie von Bienen beflogen werden, angewandt werden. Sie dürfen 
außerdem innerhalb eines Umkreises von 60 Metern um einen Bienenstand, innerhalb der Zeit 
des täglichen Bienenflugs, nur mit Zustimmung des Imkers verwendet werden. 
2.2 Der nikotinerge AchR (nAChR) als Wirkort von Insektiziden 
Im Gehirn der Insekten ist Acetylcholin (Ach) der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter 
(GAUTHIER 2010, NATION 2008) und der nAChR ist der Wirkort zahlreicher Insektizide 
(CASIDA 2018, IHARA et al. 2017). Der nAChR besteht aus fünf Untereinheiten. Bei der 
Honigbiene sind elf Gene bekannt, die für die verschiedenen Untereinheiten codieren. Neun 
codieren für α-Untereinheiten und zwei codieren für β-Untereinheiten. Diese Untereinheiten 
können in unterschiedlicher Weise zusammengestellt sein, sodass unterschiedliche 
molekulare und pharmakologische Eigenschaften erfüllt werden (GAUTHIER 2010, IHARA et 
al. 2017). Jede der fünf Untereinheiten besitzt vier trans-Membran Bereiche mit einer langen, 
N-terminalen extrazellulären Domäne, die den charakteristischen cys-Loop enthält. Daher 
gehört der nAChR zur cys-loop Superfamilie der ligandengesteuerten Ionenkanäle (IHARA et 
al. 2017). Die fünf Untereinheiten formen einen zentralen Kanal, der sich bei Bindung eines 
Liganden öffnet, sodass es zu Na+- und Ca2+-Einstrom und K+-Ausstrom kommt (CASIDA 
2018, GAUTHIER 2010, HIMMELREICH und GRÜNEWALD 2012, IHARA et al. 2017). 
Durch immunohistochemische Färbung von Acetylcholin-Esterase, dem Enzym das ACh 
hydrolisiert, konnte die Verteilung von nAChR im Gehirn der Honigbiene ermittelt werden 
(BICKER 1999). Sie finden sich im Bereich der Antennal-Loben, in Teilen der Pilzkörper und 
im Bereich der dorsalen Loben. Des Weiteren sind nAChR in den optischen Loben und den 
Tuberkeln, sowie in dem Unterschlundganglion vorhanden (DUPUIS et al. 2012). Bei 
Heuschrecken konnten außerdem nAChR im Bereich der prothorakischen Interneurone 
festgestellt werden (GAUGLITZ und PFLÜGER 2001), jedoch ist über das Vorhandensein an 
dieser Stelle bei Honigbienen bisher nichts bekannt. An der neuromuskulären Synapse der 
Insekten finden sich im Unterschied zu Vertebraten keine nAChR (NATION 2008). 
Breits die Verteilung der nAChR Rezeptoren im zentralen Nervensystem lässt Rückschlüsse 
auf deren Funktion zu. So ist es nicht verwunderlich, dass sie eine herausragende Rolle beim 
Lernen, sowie der Gedächtnisbildung und dem Gedächtnisabruf der Honigbienen spielen 
(DUPUIS et al. 2012, GAUTHIER 2010, HIMMELREICH und GRÜNEWALD 2012). Das wurde 
durch pharmakologische Experimente bestätigt, bei denen Antagonisten des nAChR in das 
Gehirn von Honigbienen injiziert wurden. Die Injektion führte zu einer schnelleren Habituation 
in nicht-assoziativen Lern-Versuchen (GAUTHIER 2010). Die Habituation des PER ist eine 
einfache Form des Lernens, bei der die wiederholte Stimulation der Antennen zu einer 
verminderten Wahrscheinlichkeit führt, einen PER zu zeigen. 
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Der nAChR ist der Wirkort zahlreicher Insektizide, zum Beispiel der Neonikotinoide. Im Jahr 
1991 wurde Imidacloprid als erster Wirkstoff aus der Wirkstoffgruppe der Neonikotinoide 
eingeführte, die heute zu den wichtigsten Insektizidklassen gehört (IHARA et al. 2017, 
JESCHKE und NAUEN 2008). Imidacloprid bindet an der orthosterischen Bindungsstelle des 
nAChR und wirkt so an den meisten Rezeptor-Subtypen als partieller Agonist, kann aber, wie 
beispielsweise an Neuronen von Schaben gezeigt wurde, auch als Antagonist wirken. Weitere 
Vertreter der Neonikotinoide sind Acetamiprid, Clothianidin, Nitenpyram, Dinotefuran, 
Thiacloprid und Thiamtexoam. Diese haben eine partielle, komplette oder super-agonistische 
Wirkung, teilweise aber auch eine antagonistische Wirkung (CASIDA 2018, IHARA et al. 
2017). Thiametoxam wird teilweise zu Clothianidin abgebaut (CASIDA 2018). 
Sulfoxaflor, als Vertreter einer neuen Wirkstoffklasse der Sulfoximine, bindet ebenfalls die 
orthosterische Bindungsstelle des nAChR und konkurriert hierbei mit ACh als natürlichem 
Transmitter (CASIDA 2018, IHARA et al. 2017).  
Auch Flupyradifuron, der Vertreter aus der neuen Wirkstoffklasse der Butenolide, bindet als 
partieller Agonist am nAChR (CASIDA 2018, IHARA et al. 2017). Durch diese agonistische 
Wirkung wird der Rezeptor blockiert. Die chemische Struktur von Flupyradifuron leitet sich von 
dem Alkaloid Stemofolin ab und ist damit eine andere, als die der Neonikotinoide. Es bindet, 
im Unterschied zu den Neonikotinoiden und Sulfoximinen, mit einem Tyrosin-Rest der α-
Untereinheit nicht nur über die Kopfgruppe, sondern auch über eine Art von Hydrogenbrücke 
(BECK et al. 2015). Flupyradifuron besitzt dabei im Vergleich mit der Amplitude, die durch ACh 
erreicht wird, mit 0.56 eine hohe Affinität zum Rezeptor. Im Gegensatz dazu erreicht 
Imidacloprid unter den gleichen Umständen nur eine Affinität von 0.15 (NAUEN et al. 2015). 
2.3 Die Honigbiene als staatenbildendes Insekt und Modellorganismus für 
toxikologische Studien 
Honigbienen (Apis mellifera) sind eusoziale Insekten und verbringen ihr ganzes Leben als Teil 
der Honigbienen-Kolonie, einer komplexen Gesellschaft bestehend aus bis zu 30.000 
Individuen. In der Kolonie leben neben einer einzigen, vermehrungsfähigen Königin, in 
jahreszeitlicher Abhängigkeit die männlichen Drohnen (WINSTON 1987). Den größten Teil 
machen allerdings die weiblichen, sterilen Arbeiterinnen aus. Sie können in zwei große 
Gruppen unterteilt werden. Die Bienen im Stock übernehmen Aufgaben wie das Reinigen der 
Zellen, das Pflegen der Brut oder das Bauen von neuen Waben. Die andere Gruppe stellen 
Bienen außerhalb des Stockes dar. Diese sind größtenteils Sammlerinnen, die Pollen, Nektar, 
Wasser oder Propolis als Kitt-Harz sammeln. Die Stoffe stellen die Lebensgrundlage der 
Kolonie dar. Die Aufgabenteilung erfolgt dabei überwiegend altersabhängig, ist aber plastisch 
und kann auf die Bedürfnisse der Kolonie angepasst werden (SEELEY 1995, WINSTON 
1987). 
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Bedingt durch ihre Lebensweise stehen Honigbienen in enger Beziehung zu der sie 
umgebenden Umwelt. Es ist daher nicht verwunderlich, dass sie als exzellenter Bioindikator 
für verschiedene Arten von Umweltverschmutzung zählen (CELLI und MACCAGNANIN 2003). 
Dabei kann entweder der Tod der Insekten als Indikator herangezogen werden, aber auch 
Rückstände von Toxinen, wie Pflanzenschutzmitteln, Schwermetallen oder radioaktiven 
Substanzen in Pollen, Nektar, Wachs und anderen Bienenprodukten evaluiert werden. Doch 
nicht nur die Honigbiene ist den Substanzen ausgesetzt, sondern auch andere bestäubende 
Insekten wie Wildbienen. Dennoch ist die Honigbiene bei der Zulassung von 
Pflanzenschutzmitteln ein wichtiger Modell-Organismus. 
In der Europäischen Union wird das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln durch die 
Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 des Europäischen Parlaments und des Rates vom 21. 
Oktober 2009 über das Inverkehrbringen von Pflanzenschutzmitteln und zur Aufhebung der 
Richtlinien 79/117/EWG und 91/414/EWG des Rates geregelt. Hier heißt es in Kapitel II, 
Abschnitt 1, Unterabschnitt 1, Artikel 4 („Genehmigungskriterien für Wirkstoffe“), dass ein 
Wirkstoff „keine unannehmbare Auswirkung auf Arten, die nicht bekämpft werden sollen, 
einschließlich des dauerhaften Verhaltens dieser Arten, haben darf.“ In Bezug auf Honigbienen 
wird dies in Anhang 2, Punkt 3.8.3. konkretisiert. Hier heißt es, dass „ein Wirkstoff, Safener 
oder Synergist nur dann genehmigt wird, wenn auf der Grundlage einer angemessenen 
Risikobewertung nach gemeinschaftlich oder international akzeptierten Testrichtlinien 
festgestellt wird, dass seine Verwendung […] zu einer vernachlässigbaren Exposition von 
Honigbienen führt, oder unter Berücksichtigung der Auswirkungen auf Honigbienenlarven und 
das Verhalten von Honigbienen keine unannehmbaren akuten oder chronischen 
Auswirkungen auf das Überleben und die Entwicklung des Bienenvolks hat“. International 
akzeptierte Testrichtlinien werden in dem Zusammenhang beispielsweise von OECD 
(„Organisation for Economic Cooperation and Development“) bereitgestellt. Hier gibt es 
Richtlinien für das Testen von Chemikalien in Bezug auf die akute orale Toxizität (OECD 
1998a), die chronische orale Toxizität (OECD 2017) und die akute Kontakttoxizität für 
Honigbienen (OECD 1998b), sowie in Bezug auf die larvale Toxizität (OECD 2013). Ergänzend 
dazu gibt die EPPO („European and Mediterranean Plant Protection Organization“) 
Empfehlungen für das Testen von Pflanzenschutzprodukten im Hinblick auf Nebeneffekte für 
Honigbienen (EPPO 2010). Hier werden neben Verfahren zur Testung der Toxizität unter 
Laborbedingungen auch solche zur Testung im Halb-Freiland und Freiland beschrieben. Auf 
nationaler Ebene wird die Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 über das Inverkehrbringen von 
Pflanzenschutzmitteln durch das Pflanzenschutzgesetz vom 6. Februar 2012, das zuletzt 
durch Artikel 4 Absatz 84 des Gesetzes vom 18. Juli 2016 (BGBl. I S. 1666) geändert worden 
ist 2012 umgesetzt. Gemäß § 41 (3) Punkt 2 ist das Institut für Bienenschutz am Julius-Kühn-
Institut zuständig für die Bewertung von Risiken für Honigbienen und andere relevante 
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Bestäuber bei der nationalen und zonalen Zulassung von Pflanzenschutzmitteln sowie der 
europäischen Wirkstoffprüfung. 
2.4 Auswirkungen von Pflanzenschutzmitteln auf die Mortalität der Honigbiene 
Die OECD Richtlinie zur Testung von Chemikalien, Test Nummer 245, wurde erst kürzlich 
überarbeitet (OECD 2017). Hier wird ein Testverfahren im Hinblick auf die chronische orale 
Toxizität über zehn Tage beschrieben. Hierzu sollen Honigbienen mit einem Alter unter zwei 
Tagen verwendet werden. Sie werden über zehn Tage unter kontrollierten Laborbedingungen 
in Käfigen gehalten und ad libitum mit 50 % Saccharose-Lösung gefüttert, die die zu testende 
Substanz enthält. Außerdem soll eine Referenz-Substanz getestet werden, um die Sensitivität 
der Bienen zu bestätigen. Während der Studie sollen Mortalität und abnormes Verhalten 
täglich dokumentiert werden. Ähnliche Vorgaben gelten auch für die Testung der akuten oralen 
Toxizität (OECD 1998a). Hierbei wird die zu testende Substanz nur einmal appliziert und die 
Mortalität nach 24 h bis maximal 96 h evaluiert. Auf Grundlage der gewonnenen Daten können 
dann die LOEC („lowest observed effect concentration“), also die niedrigste der getesteten 
Dosen, die zu einem statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe führt, und die 
NOEC („no observed effect concentration“) bestimmt werden. Die NOEC ist dabei die höchste 
getestete Konzentration unter der LOEC (OECD 2017). Des Weiteren kann durch diese 
Verfahren die LD50 („median lethal dose“) bestimmt werden. Das ist die statistisch errechnete 
Dosis einer Substanz, die bei 50 % der Test-Organismen am Ende der Test-Periode zum Tod 
führt (OECD 1998a). 
Studien zur Testung der Mortalität von Substanzen und insbesondere von 
Pflanzenschutzmitteln bei Honigbienen unter Laborbedingungen finden, wie bereits erwähnt, 
im Rahmen des Zulassungsverfahrens der Stoffe statt. Sie werden aber auch immer wieder 
von Wissenschaftlern im Rahmen von Vorversuchen oder als eigenständige Experimente 
durchgeführt. Zur Insektizid-Gruppe der Neonikotinoide gibt es in dem Zusammenhang eine 
große Zahl an Studien. Da diese am gleichen Rezeptor wie Flupyradifuron wirken, wird im 
Folgenden auf eine Auswahl von Studien zur Insektizidklasse der Neonikotinoide 
eingegangen. 
NAUEN et al. (2001) konnten zeigen, dass die akute LD50, hervorgerufen durch Imidacloprid, 
zwischen 40 ng und 80 ng a.i. („active ingredient“) pro Biene liegt, in Abhängigkeit von der 
Institution, in der sie getestet wurde. Die Autoren schlossen aus ihrem Ergebnis nicht auf eine 
unterschiedliche Empfindlichkeit der Bienen, sondern schlussfolgerten, dass die 
unterschiedlichen Werte auf Unterschiede in der Applikationstechnik zurückzuführen sind. Im 
Unterschied dazu fanden LAURINO et al. (2013) einen signifikanten Unterschied in der 
Empfindlichkeit für die Neonikotinoide Clothianidin und Thiamethoxam zwischen den 
Honigbienen-Unterarten Apis mellifera ligustica, Apis mellifera mellifera und Apis mellifera 
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carnica. Die italienische Honigbiene Apis mellifera ligustica zeigte dabei die höchste 
Empfindlichkeit. Das Ergebnis wurde durch eine Studie von RINKEVICH et al. (2015) bestätigt. 
Die Autoren fanden außerdem für das Neonikotinoid Imidacloprid einen großen Unterschied. 
Hier waren ebenfalls die italienischen Honigbienen (Apis mellifera ligustica) am 
empfindlichsten und im Unterschied zu diesen waren Apis mellifera carnica 33,3-mal weniger 
empfindlich. Für andere Insektizdklassen wurde durch die Autoren außerdem ein signifikanter 
Einfluss des Alters beschrieben.  
Mit Hilfe von Mortalitätsstudien konnte auch gezeigt werden, dass die gleichzeitige einmalige 
orale Applikation des Neonikotinoids Clothianidin zusammen mit dem Fungizid Propiconazol, 
einem Ergosterol-Biosynthese-Hemmer, synergistische Effekte im Hinblick auf die Mortalität 
bei Honigbienen hat (SGOLASTRA et al. 2017). In der gleichen Studie wurde außerdem 
gezeigt, dass die solitär lebende rote Mauerbiene (Osmia bicornis) sensitiver auf die 
Applikation reagierte, als die Erdhummel (Bombus terrestris) und die Honigbiene (Apis 
mellifera). Zu dem Ergebnis, dass Toxizitätsstudien bei Honigbienen nicht auf solitär lebende 
Bienen, in diesem Falls Osmia cornifrons (Radoszkowski), extrapoliert werden können, kamen 
auch BIDDINGER et al. (2013). Hier erfolgte eine Kontakt-Applikation der Neonikotinoide 
Acetamiprid und Imidacloprid, alleine oder in Kombination mit dem Fungizid Fenbuconazol, 
wobei die kombinierte Anwendung der Stoffe zu synergistischen Effekten führte. 
Die einmalige Applikation einer hohen Dosis eines Pflanzenschutzmittels, wie sie bei akuten 
Toxizitätsstudien nachgeahmt wird, ist allerdings in der Natur unwahrscheinlich. Realistischer, 
insbesondere für systemisch wirkende Insektizide, ist die kontinuierliche Aufnahme kleiner 
Wirkstoffmengen über eine längere Zeit. Dieses Szenario wird durch chronische 
Toxizitätsstudien annähernd nachgeahmt. Auch zu der Art von Studien ist eine Vielzahl an 
Literatur vorhanden. SUCHAIL et al. (2001) fanden eine Diskrepanz zwischen der akuten und 
der chronischen Applikation des Neonikotinoids Imidacloprid. Hierbei lag die akute LD50 bei 
57 ± 28 ng / Biene, was im Bereich der oben genannten Studie von NAUEN et al. (2001) liegt. 
Im Unterschied dazu führte die chronische Applikation über acht Tage, von Dosen die 60- bis 
6000-mal niedriger waren (0,01 ng, 0,1 ng und 1 ng pro Biene pro Tag), zu einer ähnlichen 
Mortalität. Im Gegensatz dazu gibt die EFSA („European Food Safety Authority“) eine 
chronische Toxizität für Honigbienen mit > 2,82 ng pro Biene pro Tag an (EFSA 2016). 
In Bezug auf den relativ neuen Wirkstoff Flupyradifuron gibt es bisher nur wenige öffentlich 
zugängliche Studien. In dem verfügbaren Dokument der EFSA (2015) gibt es einige Hinweise 
zu Studien, die im Rahmen des Zulassungsverfahrens durchgeführt wurden. Über die genaue 
Durchführung der Studien werden jedoch keine Angaben gemacht. Die akute orale Toxizität 
von Flupyradifurone bei adulten Bienen wird mit einer LD50 von 1,2 µg a.i. pro Biene 
angegeben, die akute Kontakttoxizität dagegen mit einer LD50 von 122,8 µg pro Biene. Im 
Unterschied dazu ist die Kontakttoxizität der Formulierung Flupyradifurone SL 200 G1 mit einer 
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LD50 von 15,7 µg pro Biene deutlich höher. Die chronische orale Toxizität, ermittelt durch einen 
zehn Tage dauernden Fütterungsversuch, wird mit einer LC50 („median lethal concentration“) 
von 1,83 µg pro Biene pro Tag angegeben. Die gleichen Zahlen werden auch von 
GLABERMAN und WHITE (2014) in einem Dokument der amerikanischen 
Umweltschutzbehörde USEPA („United States Environmental Protection Agency“) genannt. 
Eine weitere unabhängige Studie befasst sich mit dem Effekt von Flupyradifuron auf die 
Asiatische Honigbiene Apis cerana (TAN et al. 2017). Hier konnte gezeigt werde, dass die 
chronische orale Applikation von 0,066 µg bzw. 0,66 µg Flupyradifuron pro Biene pro Tag über 
drei Tage das Überleben signifikant reduzierte. Eine Dosis von 0,33 µg Flupyradifuron pro Tag 
über sechs Tage führte außerdem zu einem signifikant reduzierten Überleben von 
Honigbienen-Larven bis zum Stadium der Verdeckelung. 
Während Studien im Labor häufig das Einzeltier betrachten, fokussieren sich Freilandstudien 
in der Regel auf das Überleben der gesamten Kolonie. Die Ergebnisse dieser Studien stehen 
zum Teil im Widerspruch zu Labor-Experimenten, was möglicherweise in Zusammenhang mit 
den angewandten Methoden steht. Dabei spielt sowohl die physiologische Ausgangslage des 
Individuums, als auch die soziale Interaktion eine Rolle (ALKASSAB und KIRCHNER 2017, 
BLACQUIÈRE et al. 2012). Die bisher einzige verfügbare Freilandstudie zu Flupyradifuron 
wurde auf Buchweizenfeldern in Florida durchgeführt. Die Felder wurden zweimal mit der 
höchsten zulässigen Menge an Flupyradifuron (205 g a.i. pro Hektar pro Applikation) mittels 
Blattanwendung behandelt, was der höchsten zulässigen Gesamtmenge pro Jahr entspricht 
(410 g a.i. pro Hektar). Die in diesen Feldern platzierten Bienenvölker wurden insgesamt 
fünfmal untersucht - das letzte Mal zwei Monate nach der letzten Anwendung. Dabei konnten 
keine negativen Effekte von Flupyradifuron auf die Koloniestärke festgestellt werden. 
2.5 Subletale Effekte von Insektiziden auf Honigbienen 
2.5.1 Definition subletaler Effekte 
Neben letalen Effekten können auch subletale Effekte die Honigbiene und andere nützliche 
Insekten negativ beeinflussen. Subletale Effekte, sind Effekte auf die Physiologie oder das 
Verhalten der Individuen, die eine Wirkstoffexposition überleben. Die Dosis oder Konzentration 
des Wirkstoffs kann dabei subletal oder letal sein. Eine subletale Dosis oder Konzentration 
wird darüber definiert, dass sie in der experimentellen Population keine offensichtliche 
Mortalität induziert (DESNEUX et al. 2007). Auswirkungen auf die Physiologie können 
beispielweise die Aktivität bestimmter Enzyme, die Entwicklung, die Immunologie oder das 
Fortpflanzungsverhalten betreffen. Im Hinblick auf das Verhalten kann die Mobilität der Bienen, 
ihre Navigations- und Orientierungsfähigkeit, ihre Futteraufnahme oder ihre Fähigkeit zum 
Literaturübersicht 
10 
 
Lernen und zur Gedächtnisbildung betroffen sein (ALKASSAB und KIRCHNER 2017, 
DESNEUX et al. 2007). Auf einige dieser Punkte soll im Folgenden eingegangen werden. 
2.5.2 Einfluss auf Lernen und Gedächtnis 
Es wird vermutet, dass jedes Mal, wenn eine Honigbiene auf einer Blüte landet, dabei ein 
Konditionierungs-Prozess beginnt, bei dem Blüteneigenschaften wie Geruch, Farbe oder Form 
gelernt werden, nachdem diese mit Futter assoziiert wurden (MENZEL und MÜLLER 1996). 
Nachdem die Merkmale einmal gelernt wurden, spielen sie auf den folgenden Sammelflügen 
eine herausragende Rolle bei der erneuten Erkennung von Blüten (MENZEL et al. 1993). Auch 
unter Laborbedingungen kann das Lernen von Farben, Düften oder taktilen Reizen untersucht 
werden (SCHEINER et al. 2013). Ein dazu sehr häufig herangezogener Assay ist die 
klassische Konditionierung der Rüsselreaktion (PER) bei fixierten Individuen (BITTERMAN et 
al. 1983, TAKEDA 1961). Bei der klassischen olfaktorischen Konditionierung lernt die Biene 
einen neutralen Stimulus, beispielsweise einen Duft, mit einem biologisch relevanten Stimulus, 
beispielsweise einer Zuckerlösung als Futter, zu assoziieren. Durch Berührung der Antennen 
mit Zuckerlösung wird dabei der PER ausgelöst und zeitgleich ein Duft appliziert. Im Folgenden 
wird die Biene mit der oralen Gabe von Zuckerwasser belohnt, sodass die Biene den Duft mit 
der Belohnung assoziiert. Die Assoziation führt zur Ausbildung eines Kurzzeitgedächtnisses, 
das für mehrere Minuten anhält. Dieses wird zum mittelfristigen Gedächtnis gefestigt, das für 
mehrere Stunden andauert und in das Langzeitgedächtnis übergeht. Das Langzeitgedächtnis 
kann in eine frühe Phase von einem bis drei Tagen und eine späte Phase von mehr als drei 
Tagen unterteilt werden (MENZEL 1999). 
Hierbei ist zu beachten, dass Tiere, die empfindlicher gegenüber der Belohnung sind, die also 
schon bei niedrigen Zuckerwasserkonzentrationen einen PER zeigen, bei der späteren 
Konditionierung bessere Lernerfolge zeigen (SCHEINER et al. 2003). Die gustatorische 
Empfindlichkeit ist zum Beispiel von der Sammeltätigkeit (SCHEINER et al. 2001) und der 
Sammelerfahrung der Biene (PANKIW et al. 2001), Hormonen, dem Handling (PANKIW und 
PAGE 2003) und dem Genotyp (PAGE et al. 1998, SCHEINER et al. 2001) der Biene 
abhängig. Aber auch Pflanzenschutzmittel können die Empfindlichkeit gegenüber 
Zuckerwasser beeinflussen. So konnte beispielweise gezeigt werden, dass die chronische 
orale Applikation des Neonikotinoids Thiametoxam zu einer verminderten Reaktion auf 
Zuckerwasser führte, während der Effekt für Acetamiprid nicht beobachtet wurde (ALIOUANE 
et al. 2009). Im Unterschied dazu führte die einmalige orale Gabe von Imidacloprid (EIRI und 
NIEH 2016), sowie Acetamiprid (EL HASSANI et al. 2008) zu einer verminderten 
Empfindlichkeit, während die einmalige Gabe von Thiametoxam nicht zu einem Unterschied 
führte (EL HASSANI et al. 2008). Die chronische orale Gabe von Clothianidin hatte bei 
Winterbienen nur einen geringen signifikanten Einfluss auf die gustatorische Empfindlichkeit, 
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was in Abhängigkeit vom Alter ebenso für Imidacloprid galt (MENGONI GOÑALONS und 
FARINA 2018). Die Ergebnisse sollten bei der Evaluierung der Lernleistung der Bienen unter 
Insektizideinfluss berücksichtigt werden, da Tiere, deren gustatorische Empfindlichkeit 
niedriger ist, auch eine verminderte Lernleistung zeigen. 
Bereits ab den 1980er Jahren wurde die klassische olfaktorische Konditionierung angewandt, 
um den Einfluss von Pflanzenschutzmitteln auf das Lernvermögen von Honigbienen zu testen 
(MAMOOD und WALLER 1990, TAYLOR et al. 1987). Ab den 2000er Jahren finden sich 
außerdem viele Studien, die sich mit dem Einfluss von Neonikotinoiden auf das Lernverhalten 
befassen. Da diese Insektizide, wie auch Flupyradifuron, am nAChR wirken und dieser eine 
herausragende Rolle für das Lernen und die Gedächtnisbildung spielt (s. 2.2. Der nikotinerge 
AchR (nAChR) als Wirkort von Insektiziden), liegt die Vermutung nahe, dass die 
Neonikotinoide Einfluss darauf nehmen. 
Tatsächlich konnten zahlreiche Studien einen Einfluss der Neonikotinoide auf das assoziative 
Lernen und die Gedächtnisbildung zeigen (ALIOUANE et al. 2009, DECOURTYE et al. 2004a, 
DECOURTYE et al. 2004b, DECOURTYE et al. 2003, EL HASSANI et al. 2008, HAN et al. 
2010, MENGONI GOÑALONS und FARINA 2018, TAN et al. 2015, TISON et al. 2016, 
WILLIAMSON und WRIGHT 2013, YANG et al. 2012, ZHANG und NIEH 2015). 
Die Effekte sind dabei von der Dosis, der Art und Dauer der Exposition, dem Alter der Tiere 
und der Jahreszeit abhängig. Aus diesem Grund führen einige Studien zu teilweise 
widersprüchlichen Ergebnissen. Die Exposition von Larven gegenüber Imidacloprid vor dem 
Stadium der Verdeckelung führte bei den Adulten Tieren, sowohl bei Westlichen Honigbiene 
Apis mellifera (YANG et al. 2012), als auch bei der Asiatischen Honigbiene Apis cerana (TAN 
et al. 2015) zu vermindertem assoziativem Lernen. Bei Bienen, die als Adulte Imidacloprid oral 
erhielten, waren die Ergebnisse variabel. Während die einmalige Applikation nach der 
Konditionierung zu einem reduzierten mittelfristigen Gedächtnis führte und dabei das Kurz- 
oder Langzeitgedächtnis nicht beeinflusst wurde (DECOURTYE et al. 2004a), führte die 
einmalige Gabe vor dem Versuch zu reduziertem assoziativem Lernen (DECOURTYE et al. 
2004b). Während HAN et al. (2010) und WILLIAMSON und WRIGHT (2013) bei chronischer 
Applikation über sieben bzw. sechs Tage eine Reduktion des Kurz- bzw. Kurz- und 
Langzeitgedächtnis sahen, wurde dieser Effekt von MENGONI GOÑALONS und FARINA 
(2018) nur bei fünf und neun Tage alten, nicht aber bei 15 Tage alten Bienen beobachtet. 
Außerdem zeigten DECOURTYE et al. (2003), dass Sommerbienen empfindlicher auf eine 
chronische orale Gabe von Imidacloprid reagierten als Winterbienen, bei denen eine höhere 
Dosis nötig war um negative Effekte auf das Lernen hervorzurufen. WRIGHT et al. (2015) 
zeigten, dass Imidacloprid im Zuckerwasser der Belohnung zu einem verminderten 
Kurzzeitgedächtnis führte. 
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Thiametoxam hatte dagegen bei chronischer oraler Applikation einen geringen, nicht 
signifikanten Effekt auf das Lernen, während die topische Applikation zu einer verminderten 
Akquistionsleistung führte (ALIOUANE et al. 2009). In der gleichen Studie führte Acetamiprid 
weder bei lokaler noch bei chronischer Applikation zu einem Unterschied zur unbehandelten 
Kontrolle. Im Unterschied dazu fanden EL HASSANI et al. (2008) nach einmaliger oraler Gabe 
von Acetamiprid einen signifikanten Einfluss auf das Langzeitgedächtnis, während nach 
einmaliger Gabe von Thiametoxam keine Unterschiede feststellbar waren.  
Die chronische Applikation von Clothianidin an Winterbienen über zwölf Tage führte nur in 
einer hohen Dosis von 15 µg/kg zu einem reduzierten frühen Langzeitgedächtnis, während 
das Kurzzeitgedächtnis weder von dieser, noch von niedrigeren Dosen beeinflusst wurde 
(ALKASSAB und KIRCHNER 2016). 
Die Literatur, die sich auf das Insektizid Flupyradifuron bezieht, ist zu dem Thema noch sehr 
begrenzt. TAN et al. (2017) zeigte, dass sowohl die chronische orale Applikation von 0,2 µg 
bzw. 2,0 µg pro Biene im Larvenstadium über sechs Tage, bzw. bei adulten Tieren über drei 
Tage, zu einem verminderten Lernerfolg in der klassischen olfaktorischen Konditionierung bei 
Adulten führte. 
Auf den ersten Blick erscheinen die Ergebnisse aus diesen Studien zum Einfluss von 
Insektiziden auf das Lernen widersprüchlich. Jedoch kommt eine Meta-Analyse, die 23 Studien 
an Honigbienen und Hummeln mit einbezog, zu dem Ergebnis, dass Pflanzenschutzmittel das 
Lernen und Gedächtnis negativ beeinflussen. Dabei spielte es keine Rolle ob der Wirkstoff 
akut oder chronisch verabreicht wurde und obwohl höhere Dosen zu einem signifikanteren 
Einfluss führten, hatten auch Feld-realistische Dosen einen signifikant negativen Einfluss 
(SIVITER et al. 2018). 
Für Erdhummeln (Bombus terrestris) wurde gezeigt, dass Kolonien, deren Individuen im Labor 
bessere Lernleistungen erbrachten, eine höhere Effizienz beim Sammeln aufwiesen (RAINE 
und CHITTKA 2008). Auch für Honigbienen ist die Fähigkeit zu Lernen und ein Gedächtnis zu 
entwickeln unabdingbar für ein erfolgreiches Sammeln. Sie müssen sich den Standort von 
ergiebigen Trachtquellen, aber auch die Lokalisation des Bienenstocks merken (WINSTON 
1987). Das führt zu der Schlussfolgerung, dass eine verminderte Lern- und 
Gedächtnisleistung, beispielsweise durch Pflanzenschutzmittel hervorgerufen, zu einem 
verminderten Erfolg beim Sammeln von Nektar, Pollen, Propolis und Wasser führt, was 
letztendlich die Entwicklung der Kolonie beeinflussen würde. Dies konnte auch durch einen 
Versuch von DECOURTYE et al. (2004b) gezeigt werden. Hier führte die Applikation von 
Imidacloprid auf der einen Seite zu einer verringerten Lernleistung im Labor, auf der anderen 
Seite aber auch zu einer verminderten Kolonie-Entwicklung im Halb-Freiland. 
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2.5.3 Einfluss auf die Motorik 
Neben kognitiven sind auch motorische Fähigkeiten unabdingbar für die korrekte Ausführung 
vieler Verhaltensweisen, die eine Honigbiene ausführt. Beispielsweise beim Fliegen und 
Sammeln, zur Kommunikation mit Hilfe des Bienentanzes, aber auch bei Aufgaben, die 
innerhalb des Stockes anfallen, oder auch zur eigenen Körperpflege sind motorische 
Fähigkeiten die Grundvoraussetzung. 
Für viele Pflanzenschutzmittel konnte gezeigt werden, dass sie die motorischen Fähigkeiten 
von Honigbienen negativ beeinflussen. Viele Studien nutzten hierbei eine Arena, in der Bienen 
sich zum Licht hin bewegten. Auf dieser Strecke konnte ihre Geschwindigkeit und Zeiten, in 
denen sie sich nicht bewegten, gemessen werden (ALIOUANE et al. 2009, LAMBIN et al. 
2001, LUNARDI et al. 2017, TOSI und NIEH 2017). 
In niedrigen Dosen führte Imidacloprid nach einmaliger Applikation zu erhöhter motorischer 
Aktivität, wohingegen höhere Dosen die motorische Aktivität verminderten (LAMBIN et al. 
2001). LUNARDI et al. (2017) kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass Bienen, die mit hohen 
Dosen von Imidacloprid einmalig behandelt wurden, eine kürzere Distanz zurücklegten. Ein 
Fünfhundertstel dieser hohen Dosis hatte allerdings keinen Effekt. Die Diskrepanz kann durch 
die Tatsache erklärt werden, dass die niedrigste Dosis von LAMBIN et al. immer noch etwa 
zehn Mal höher war als die niedrigere Dosis von LUNARDI et al. 
In ähnlicher Weise konnte gezeigt werden, dass die elftägige Gabe der Neonikotinoide 
Thiametoxam und Acetamiprid die Immobilität von Bienen tendenziell erhöhte und die 
zurückgelegte Distanz verringert (ALIOUANE et al. 2009). Im Gegensatz dazu führte 
Thiametoxam 30 min nach der einmaligen Applikation zu einer erhöhten Geschwindigkeit und 
zu längeren Zeiten, in welchen sich die Tiere bewegten. Die gleichen Effekte waren nach 
60 min und bei chronischer Applikation nicht zu beobachten. Jedoch zeigten die Bienen bei 
chronischer Applikation eine verminderte Fähigkeit zu klettern (TOSI und NIEH 2017). Die 
gleichen Autoren zeigten in einer anderen Studie, dass vergleichbare Thiametoxam-Dosen bei 
akuter Gabe zu einer erhöhten Flugdauer und Flugstrecke in einer Flugarena, bei chronischer 
Gabe jedoch zu verminderter Flugdauer und Flugstrecke führten (TOSI et al. 2017). 
Auch für Fipronil, einem Wirkstoff aus der Gruppe der Phenylpyrazole, wurde bei einmaliger 
Gabe zeit- und dosisabhängig eine langsamere Bewegung in der Arena beobachtet (LUNARDI 
et al. 2017, ZALUSKI et al. 2015). Die Beobachtung von Bienen in Käfigen führte zu dem 
Ergebnis, dass sowohl die einmalige, als auch die dauerhafte Gabe von Imidacloprid 
zeitabhängig zu verminderter Bewegung und verminderter Geschwindigkeit führte. Die Bienen 
zeigten außerdem weniger Kommunikation mit Artgenossen (MEDRZYCKI et al. 2003). 
Das Lauf- und Ruheverhalten von Bienen unter dem Einfluss von Pflanzenschutzmitteln wurde 
nicht nur in den bereits beschriebenen Arenen, sondern auch in Petrischalen beobachtet 
(ALKASSAB und KIRCHNER 2018, TADEI et al. 2019, TEETERS et al. 2012, TOMÉ et al. 
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2012). ALKASSAB und KIRCHNER (2018) nutzten ein Videotracking-Programm um die 
Distanz, die eine Biene zurücklegte, und deren Ruhezeiten nach einmaliger Gabe des 
Neonikotinoids Clothianidin zu drei Zeitpunkten zu messen. In hohen Dosen führte das 
Insektizid nach 30 min zu einer Erhöhung der zurückgelegten Distanz, nach 90 min dann 
allerdings zu einer Erniedrigung. Zu dem Zeitpunkt zeigten einige der Tiere auch ein 
gekrümmtes Abdomen. Die Tiere fielen außerdem häufiger hin und hatten verkürzte 
Ruhezeiten. Auch während der Behandlung mit Imidacloprid für 24 h war die zurückgelegte 
Distanz der behandelten Bienen dosisabhängig kleiner, als die einer Kontrollgruppe 
(TEETERS et al. 2012). In der Studie befanden sich neben einer Futterstelle immer zwei 
Bienen in jeder Petrischale. Die Tiere waren durch ein Netz voneinander getrennt. Die 
behandelten Bienen hielten sich in dem Setup länger an der Futterstelle auf und interagierten 
weniger, wobei dies nicht statistisch signifikant war. Nach chronischer Behandlung mit 
Clothianidin in der Larval-Entwicklung zeigten sich afrikanisierte Honigbienen am Tag des 
Schlupfes mobiler und hatten kürzere Ruhezeiten. Dagegen zeigten die gleichen Tiere an Tag 
drei und vier nach dem Schlupf keine Unterschiede mehr zur Kontrolle (TADEI et al. 2019). 
Wurden die Larven aber zeitgleich mit einem Fungizid (Pyraclostrobin) behandelt, war die 
zurückgelegte Distanz der Tiere an Tag drei und vier reduziert. 
Andere Studien nutzen die Beobachtung in der Petrischale auch für genauere Analysen von 
Verhaltensweisen nach Behandlung mit einem Pflanzenschutzmittel (OLIVER et al. 2015, 
WILLIAMSON et al. 2013, WILLIAMSON et al. 2014). WILLIAMSON et al. (2014) untersuchten 
den Einfluss der drei Neonikotinoide Imidacloprid, Thiametoxam und Clothianidin auf die 
Verhaltensweisen Laufen, Stehen, Putzen, Fliegen und verkehrt-herum-Liegen. Die 
Insektizide wurden hierzu 24 h lang verabreicht. Während bei Clothianidin und Thiametoxam 
nur eine Dosis getestet wurde, waren es für Imidacloprid drei Dosierungen um gegebenenfalls 
dosisabhängige Unterschiede feststellen zu können. Tatsächlich waren die beobachteten 
Effekte bei Imidacloprid dosisabhängig. Die höheren Dosierungen führten zu vermindertem 
Laufverhalten und Putzen, während die Tiere häufiger stillstanden und verkehrt-herum lagen. 
Flugverhalten wurde gar nicht mehr gezeigt. In einer niedrigeren Dosis waren die Effekte 
weniger stark ausgeprägt und die Ergebnisse nicht signifikant. Thiametoxam führte in der 
verwendeten Dosis zu erhöhtem Putzverhalten und häufigerem verkehrt-herum-Liegen. 
Häufigeres Liegen wurde auch für Clothianidin beobachtet. Auch für verschiedene Pyrethroide 
konnte gezeigt werden, dass diese zu vermehrtem verkehrt-herum-Liegen, Stehen und Flügel-
Fächern führten (OLIVER et al. 2015). Auch führte die 24-stündige Gabe von verschiedenen 
ACh-Esterase-Hemmern zu erhöhtem Putzverhalten. Die Verabreichung einiger der Stoffe zog 
auch abdominale Spasmen und erhöhte Defäkation nach sich (WILLIAMSON et al. 2013). 
Für den neuen Wirkstoff Flupyradifuron sind bisher keine vergleichbaren Studien verfügbar. 
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2.5.4 Einfluss auf das Sammelverhalten 
Nur durch das optimale Zusammenspiel von motorischen und kognitiven Fähigkeiten ist eine 
Honigbiene dazu in der Lage, effektiv Nektar, Pollen, Propolis und Wasser zu sammeln. 
Sammelverhalten ist die Grundlage zur Versorgung der Kolonie mit Nährstoffen und 
Baumaterial. Nur durch erfolgreiches Sammelverhalten kann eine Kolonie wachsen und sich 
entwickeln (SEELEY 1995, WINSTON 1987). 
Wie bereits beschrieben können Pflanzenschutzmittel sowohl die motorischen, als auch die 
kognitiven Fähigkeiten von Honigbienen beeinflussen. So ist es nicht verwunderlich, dass die 
Untersuchung des Einflusses von Pflanzenschutzmittel auf das Sammelverhalten von 
Honigbienen das Ziel vieler Studien war. Bei den Untersuchungen wurden zahlreiche 
verschiedene Techniken angewendet, was die Vergleichbarkeit der Versuche jedoch 
erschwert. Die Versuche wurden im Halb-Freiland in insektendichten Flugzelten oder auch im 
Freiland durchgeführt. Eine im Halb-Freiland häufig angewandte Technik ist das Training von 
Sammlerinnen auf artifizielle Futterstellen, bei welchen den Tieren eine Zuckerlösung oder 
Pollen angeboten werden (SCHEINER et al. 2013). Zahlreiche Studien im Halb-Freiland 
nutzten das Vorgehen, um den Effekt von Pflanzenschutzmitteln auf Honigbienen durch 
Beobachtungen der Futterstelle und des Stockeingangs zu untersuchen. Teilweise kamen 
dabei auch Video-Beobachtungen zum Einsatz (BORTOLOTTI et al. 2003, COLIN et al. 2004, 
KARAHAN et al. 2015, RAMIREZ-ROMERO et al. 2005, SCHMUCK et al. 2001, VAN DAME 
et al. 1995, YANG et al. 2008). 
VAN DAME et al. (1995) untersuchten den Einfluss von Deltamethrin, einem Insektizid aus der 
Gruppe der Pyrethroide. Dazu trainierten sie Sammlerinnen auf eine artifizielle Futterstelle, 
markierten die Bienen dort und verabreichten dann das Insektizid. Nach der erneuten 
Freilassung der behandelten Tiere wurden die Tiere und der Stockeingang beobachtet und 
festgestellt, dass der Heimflug der Bienen gestört war und einige sich stattdessen zur Sonne 
orientierten. Ähnliche Versuche wurden auch mit Neonikotinoiden durchgeführt. 
BORTOLOTTI et al. (2003) fingen Bienen ebenfalls an einer artifiziellen Futterstelle ein und 
behandelten sie in einem Käfig mit unterschiedlichen Dosen von Imidacloprid. Die 
beobachteten Effekte waren dosisabhängig: In hohen Dosen fanden die Bienen nicht zurück 
zum Bienenstock. Bei einer niedrigeren Dosis fanden sie zunächst dorthin zurück, jedoch war 
der nächste Besuch an der Futterstelle im Vergleich zur Kontrollgruppe verzögert. In anderen 
Studie wurde gezeigt, dass an einer Futterstelle, an der Imidacloprid angeboten wurde, 
weniger aktive Bienen anwesend waren (COLIN et al. 2004, RAMIREZ-ROMERO et al. 2005). 
Die Ergebnisse wurden durch KARAHAN et al. (2015) untermauert. Hier führte das an der 
Futterstelle verabreichte Imidacloprid dosisabhängig dazu, dass weniger Sammlerinnen zur 
Futterstelle zurückkehrten und es ließ sich feststellen, dass die Bienen insgesamt weniger 
Sammelflüge unternahmen. In ähnlicher Weise zeigten YANG et al. (2008), dass die 
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Aufnahme von Imidacloprid an der Futterstelle dosisabhängig den Effekt hatte, dass die 
Zeitspanne zwischen zwei Besuchen an der Futterstelle deutlich verlängert wurde. Im 
Unterschied zu diesen Versuchen fanden SCHMUCK et al. (2001) bei täglich fünfminütiger 
Beobachtung die gleiche Anzahl Bienen an Futterstellen, an welchen Sonnenblumen-Honig 
mit oder ohne Imidacloprid angeboten wurde. 
Technische Neuerungen der letzten Jahre erlauben es nun, den Bienenflug auch automatisch 
aufzuzeichnen. Zum einen gibt es die Möglichkeit Radar zu nutzen. Es bietet den Vorteil, dass 
die Flugstrecke einer Biene genau aufgezeichnet werden kann. Nachteilig ist, dass die 
Antenne, die eine Biene tragen muss, recht groß ist. Außerdem können nur wenige Bienen 
zeitgleich beobachtet werden, die Reichweite ist recht gering und die Kosten sind relativ hoch 
(NUNES-SILVA et al. 2019). Die RFID-Technik („radio-frequency identifiaction“) erlaubt 
dagegen die zeitgleiche Aufzeichnung einer nahezu unbegrenzten Anzahl an Bienen, und die 
passiv arbeitenden Tags, die der Biene auf den Thorax geklebt werden, sind sehr leicht. Im 
Unterschied zum Radar kann jedoch der Flugweg nicht genau bestimmt werden. Das System 
basiert auf Radiowellen einer bestimmten Frequenz, die von einer Antenne abgegeben 
werden. Die Radiowellen aktivieren den Tag, sobald er in der Nähe ist. Die Aktivierung wird 
dann zusammen mit der Zeit aufgezeichnet (NUNES-SILVA et al. 2019). Die Technik wurde 
von STREIT et al. (2003) das erste Mal bei Bienen angewandt. Einzelne Bienen können so 
beim Verlassen des Bienenstockes und der Rückkehr zum Bienenstock oder auch an einer 
artifiziellen Futterstelle gescannt werden. Auf diese Weise kann dann die Aktivität an einer 
Futterstelle beurteilt und die Flugzeit vom Stock zur Futterstelle berechnet werden.  
Das Vorgehen wurde bereits genutzt, um den Einfluss von Insektiziden zu untersuchen 
(DECOURTYE et al. 2011, HENRY et al. 2012, SCHNEIDER et al. 2012). Ähnlich wie bei den 
bereits erwähnten reinen Beobachtungsversuchen wurden die Bienen zunächst auf eine 
artifizielle Futterstelle trainiert. DECOURTYE et al. (2011) verabreichten Fipronil, einen 
Wirkstoff aus der Gruppe der Phenylpyrazole, nachdem sie adulte Sammlerinnen an der 
Futterstelle gefangen hatten. Fipronil hatte keinen Einfluss auf die Sterblichkeit der Bienen, 
jedoch zeigten die behandelten Tiere an Tag eins nach der Behandlung weniger Sammelflüge 
und an den Tagen eins bis drei eine verlängerte Flugzeit zwischen Futterstelle und 
Bienenstock. Auch HENRY et al. (2012) zeigten ein gestörtes Heimfindeverhalten nach 
Behandlung der Bienen mit dem Neonikotinoid Thiametoxam an der Futterstelle. In ähnlicher 
Weise führten die beiden Neonikotinoide Imidacloprid und Clothianidin zu einer verminderten 
Sammelaktivität und erhöhten Sammeldauer in den ersten drei Stunden nach einmaliger 
Verabreichung des Wirkstoffs. Der Effekt war allerdings nur in höheren Dosen zu sehen, bei 
niedrigen feldrelevanten Dosen waren keine Unterschiede zur Kontrolle feststellbar 
(SCHNEIDER et al. 2012). 
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Bei den bisher genannten Versuchen wurde das Insektizid entweder direkt an der Futterstelle 
verabreicht oder die Bienen wurden an der Futterstelle gefangen und dann individuell 
behandelt. In der Realität besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass die Bienen kontaminierten 
Nektar und Pollen eintragen, von dem sie sich und ihre Brut dann über einen längeren 
Zeitraum ernähren. Dieses Szenario wird in einem Versuch von ODEMER et al. (2018) 
nachgeahmt, bei dem die Tiere über 18 Tage mit Clothianidin versetztes Futter erhalten. Bei 
täglicher sechzigminütiger Beobachtung des Bienenstocks konnte in dem Versuch kein 
negativer Einfluss von Clothianidin auf die Aktivität am Bienenstock festgestellt werden. In 
anderen Versuchen wurde das Pflanzenschutzmittel nicht direkt in den Bienenstock verfüttert, 
sondern die Felder, auf denen die Bienen sammelten, wurden mit diesen behandelt 
(SCHMUCK et al. 2001, THOMPSON et al. 2016). Nachdem mit Imidacloprid-gebeiztes 
Sonnenblumen-Saatgut ausgebracht worden war, wurde die Sammelaktivität von Bienen 
beurteilt. Sie wurde bestimmt, indem die Anzahl der Bienen gezählt wurde, die sich im Umkreis 
von zehn Sonnenblumen befanden. Hier wurde kein Unterschied zu unbehandelten 
Sonnenblumen festgestellt (SCHMUCK et al. 2001). Auch bei der Beurteilung der 
Sammelaktivität im Freiland wurde die RFID Technologie angewandt. THOMPSON et al. 
(2016) brachte Thiametoxam-gebeiztes Raps-Saatgut aus, welches zu Rückständen von 
Thiametoxam von 1,0 µg/kg in Pollen und 1,8 µg/kg in Nektar führte. Die Flugaktivität der 
Bienen im Bereich der Rapsfelder wurde mittels RFID beurteilt. Dabei wurden keine 
Unterschiede zur Kontrolle im Hinblick auf die Flugdauer und die Zeitspanne vom ersten bis 
zum letzten Sammelflug einer Biene festgestellt. Auch der Zeitpunkt des ersten Sammelflugs 
einer Biene war unverändert im Vergleich zur Kontrolle. 
RFID Versuche wurden auch genutzt, um den Einfluss auf die Sammelaktivität von Hummeln 
zu untersuchen (FELTHAM et al. 2014, GILL et al. 2012, STANLEY et al. 2016). GILL et al. 
(2012) fanden heraus, dass die chronische Imidacloprid-Exposition von Erdhummel-Völkern 
(Bombus terrestris) zu signifikant verlängerten Sammelflügen führt und dass dabei weniger 
Pollen zum Stock gebracht wird. STANLEY et al. (2016) und FELTHAM et al. (2014) 
beobachteten ähnliche Veränderungen. Dies lässt darauf schließen, dass die Sammel-
Effizienz der Hummeln durch die Insektizide negativ beeinflusst wurde.  
Zu Honigbienen gibt es bisher keine bekannten Versuche, die die Effizienz des Sammelns 
untersuchen. Auch RFID Untersuchungen zum Einfluss einer chronischen Insektizid-Gabe an 
die gesamte Kolonie sind bisher nicht verfügbar. 
2.5.5 Zytotoxischer Einfluss auf Organstrukturen 
Viele der beschriebenen Insektizide wirken neurotoxisch. Dennoch können Sie während der 
Resorption und der Diffusion im Organismus in Kontakt mit anderen Strukturen und Organen 
kommen. Viele Studien haben deshalb den zytotoxischen Effekt von Insektiziden auf 
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unterschiedliche Organe, nämlich das Gehirn, den Darm, die malpighischen Gefäße und die 
Hypopharynxdrüse (Oberkieferdrüse), untersucht. In den Studien, in denen unterschiedliche 
histologische und immunhistologische Verfahren zum Einsatz kamen, standen hauptsächlich 
die Neonikotinoide im Fokus und nur wenige Studien haben den Einfluss anderer 
Insektizidklassen untersucht. 
Sehr viele Studien haben sich mit dem zytotoxischen Einfluss auf Gehirnstrukturen befasst. 
DE ALMEIDA ROSSI et al. (2013) behandelten frisch geschlüpfte afrikanisierte Honigbienen 
über unterschiedliche Zeiträume mit verschieden Dosen an Imidacloprid und untersuchten 
dann das Gehirn der Tiere. Während in den optischen Loben nur die Konzentration von einem 
Zehntel der LD50 zu Veränderungen führte, waren in den Antennal-Loben auch bei einem 
Fünfzigstel und einem Hundertstel dieser Dosis Veränderungen nachweisbar. In 
Hämatoxylin/Eosin (H/E) Färbung waren kondensierte Zellen und später geschwollene Zellen 
sichtbar. Durch die Feulgen Reaktion waren Zellkerne mit kompaktem Chromatin darstellbar 
und die Masson-Goldner Färbung führte zu erhöhter Farbintensität der Zellkerne. Das sind 
alles Hinweise auf Zelltod. Die Feststellung wurde durch die TUNEL-Reaktion („TdT-mediated 
dUTP-biotin nick end labeling“) untermauert, mit der sich apoptotische Zellkerne nachweisen 
lassen. Die TUNEL Reaktion war in den entsprechenden Konzentrationen ab Tag eins positiv. 
Im Unterschied dazu setzten CATAE et al. (2017) Transmissionselektronenmikroskopie ein, 
nachdem 21 Tage alte Sammlerinnen für einen oder acht Tage mit einem Hundertstel der LD50 
behandelt wurden. Hier waren in den Kenyon Zellen der Pilzkörper ebenfalls Veränderungen, 
nämlich kondensiertes Chromatin, irreguläre Zellkerne und veränderte Mitochondrien, 
nachweisbar. Zusätzlich führten die Autoren noch ein MALDI Verfahren („matrix-assisted laser 
desorption/ionization“) zur Darstellung von Proteinen durch. Hierdurch fanden sie eine höhere 
Expression einiger Proteine im Gehirn behandelter Bienen an Tag eins, zum Beispiel solcher, 
die an Lernprozessen beteiligt sind, wie die Proteinkinase C. Die gleichen Autoren wendeten 
das MALDI Verfahren in einer weiteren Studie an (CATAE et al. 2019). Hier wurde gezeigt, 
dass unter den gleichen Behandlungsbedingungen auch an Tag acht die Expression 
zahlreicher Proteine verändert ist. So ist beispielsweise auch hier die Expression der 
Proteinkinase C, genau wie ein weiteres Protein, das an Lern- und Gedächtnisprozessen 
beteiligt ist, 14-3-3 Leonardo Protein, erhöht. Proteine, die als Hinweis für neuronale 
Degeneration gelten, wie EF21, wurden vermehrt gefunden. Solche, die für die Detoxifikation 
wichtig sind wurden teilweise vermehrt, teilweise vermindert dargestellt. 
Auch das Neonikotinoid Thiametoxam wurde im Hinblick auf Auswirkungen auf 
Gehirnstrukturen untersucht. Nach Behandlung frisch geschlüpfter Bienen mit einem Zehntel 
und einem Hundertstel der LD50 wurden in den Antennal-Loben keine Veränderungen 
beobachtet, während die Veränderungen in den Kenyon Zellen der Pilzkörper denen nach 
Imidacloprid Behandlung glichen und Hinweise auf Zelltod lieferten (OLIVEIRA et al. 2012). 
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Auch die larvale Exposition mit Thiametoxam an drei Tagen führte zum Zelltod in Zellen der 
optischen Loben. TAVARES et al. (2015) zeigten dies neben H/E Färbungen auch mit der 
TUNEL Reaktion. Die Larven wiesen jedoch im Unterschied zu den adulten Tieren keine 
Veränderungen in den Antennal-Loben oder den Pilzkörpern auf. 
Die Resorption der meisten Insektizide erfolgt im Bereich des Mitteldarms (VIDAL-NAQUET 
2015). Das ist der Grund, warum viele Studien den Effekt von Insektiziden auf zelluläre 
Strukturen des Mitteldarms untersucht haben. Mit Hilfe von 
Transmissionselektronenmikroskopie stellten CATAE et al. (2017) Veränderungen an 
Mitteldarm-Zellen fest, die nach ein- und achttägiger Behandlung mit Imidacloprid in einem 
Hundertstel der LD50 auftraten. Die Alterationen umfassten kondensiertes Chromatin, Zellkern-
Veränderungen und an Tag acht außerdem dilatierte Mitochondrien mit Matrix-Verlust. Die 
Veränderungen waren zu späteren Zeitpunkten stärker ausgeprägt. Die gleichen Autoren 
untersuchten auch den Einfluss von Thiametoxam auf Mitteldarm-Zellen von frisch 
geschlüpften Bienen in einer Dosis von einem Zehntel der LD50 (CATAE et al. 2014). Im 
Unterschied zu Imidacloprid waren hier die mit Transmissionselektronenmikroskopie 
dargestellten Veränderungen an Tag eins der Behandlung am stärksten ausgeprägt und 
nahmen bis Tag acht ab. In der Studie wurden Mitochondrien mit einer verminderten Anzahl 
an Cristae, desorganisiertes endoplasmatisches Retikulum mit dilatierten Zisternen und 
weniger Ribosomen, sowie irregulär geformte Zellkerne beobachtet. Auch OLIVEIRA et al. 
(2012) untersuchtes den Einfluss von Thiametoxam auf Darmzellen frisch geschlüpfter Bienen 
und nutzte hierfür H/E Färbung und Immunhistologie. Auch hier waren die Veränderungen, wie 
Zytoplasma Vakuolisierung, vermehrte apokrine Sekretion und Zell-Elimination, am stärksten 
an Tag eins ausgeprägt und nahmen bis Tag acht ab.  
Zum Prozessieren des Futtersafts, der dann hauptsächlich genutzt wird, um Larven und die 
Königin zu ernähren, nutzen Honigbienen die Mandibular- und Hypopharynxdrüsen 
(WINSTON 1987). Die Hypopharynxdrüsen liegen an den Seiten des Kopfes und sekretieren 
neben Proteinen, Lipiden und Vitaminen, auch Enzyme, die der Transformation von Nektar zu 
Honig dienen (WINSTON 1987). Während dieser Prozesse kommen die Drüsen auch in 
Kontakt mit Pflanzenschutzmitteln aus der Nahrung. Aus diesem Grund haben sich zahlreiche 
Studien mit dem zytotoxischen Effekt von Insektiziden auf die Hypopharynxdrüsen befasst. Im 
Vordergrund stand hier wiederum das Neonikotinoid Imidacloprid. Der Wirkstoff führte sowohl 
bei frisch geschlüpften Bienen (HATJINA et al. 2013), als auch bei adulten Bienen 
unterschiedlichen Alters (HEYLEN et al. 2011, SMODIŠ ŠKERL und GREGORC 2010), bei 
Fütterung zwischen 24 h und 14 Tagen dazu, dass der Durchmesser der Hypopharynxdrüsen 
und damit deren Azini im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt war. SMODIŠ ŠKERL und 
GREGORC (2010) nutzten zudem immunzytochemische Methoden um die Aktivität von 
Hitzeschock-Proteinen unter dem Einfluss von Imidacloprid und Coumaphos, einem Insektizid 
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das auch zur Varroa-Kontrolle eingesetzt wird, zu messen. Außerdem wurden 
immunhistochemische Methoden eingesetzt um den Zelltod darzustellen. Sie fanden unter 
Imidacloprid-Einfluss in Abhängigkeit vom Alter der Bienen und der Behandlungszeit eine 
erhöhte Aktivität der Hitzeschock-Proteine Hsp70 und Hsp90. Außerdem führte Imidacloprid-
Behandlung zu vermehrter Zellnekrose, bei gleichbleibender Apoptose, während Coumaphos 
sowohl zu vermehrter Zellnekrose, also auch Apoptose führte. HEYLEN et al. (2011) zeigten 
außerdem, dass die 24-stündige Exposition von Bienen gegenüber dem Fungizid Captan zu 
keinen strukturellen Veränderungen der Hypopharynxdrüsen führte, während der 
Entwicklungshemmer Fenoxycarb, ein Insektizid aus der Gruppe der Carbamate, zu Größen- 
und Formveränderungen der Azini führte. 
Erwachsene Bienen besitzen bis zu 150 Malpighische Gefäße. Diese langen, blind endenden 
Darmdivertikel nehmen über Osmose und Resorption die Ausscheidungsprodukte aus der 
Hämolymphe auf und ähneln so in ihrer Funktion den Nieren (AUPPERLE und GENERSCH 
2016). In der Funktion sind sie auch an der Ausscheidung von Pflanzenschutzmitteln und 
deren Stoffwechselprodukten beteiligt. Auf dem Weg kann ihre zelluläre Struktur geschädigt 
werden, was für das Neonikotinoid Imidacloprid gezeigt wurde (CATAE et al. 2014). Frisch 
geschlüpfte Bienen erhielten über einen bis acht Tage ein Zehntel der LD50 dieses Wirkstoffs. 
Die Veränderungen an den Malpighischen Gefäßen waren ab Tag drei zu beobachten und 
nahmen bis Tag acht zu. Zunächst zeigte sich vermehrt glattes endoplasmatisches Retikulum. 
Weiterhin waren Anzeichen für Degeneration im basalen Labyrinth der Epithelzellen, sowie 
Verlust von cytoplasmatischen Organellen zu sehen. Später kondensierte das Chromatin und 
die Mikrovilli dilatierten apikal. 
 
 
3 Publikationen und eingereichte Manuskripte 
3.1 Publikation: ”Effects of the novel pesticide flupyradifurone (Sivanto) on honeybee 
taste and cognition” 
In der ersten Publikation wurde der Einfluss des Insektizids Flupyradifuron auf die 
Geschmackswahrnehmung und das Lernverhalten von Honigbienen untersucht. Die 
Versuchsplanung erfolgte gemeinsam mit Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner. Die Durchführung 
der Versuche erfolgte durch die Promovendin. Die statistische Auswertung erfolgte unter 
Mithilfe von Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner. Das Manuskript der Publikation wurde durch die 
Promovendin erstellt und, nach gemeinsamer Bearbeitung und Korrektur durch Frau Prof. Dr. 
Ricarda Scheiner, zur Veröffentlichung eingereicht. 
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3.2 Publikation: “The novel pesticide flupyradifurone (Sivanto) affects honeybee motor 
abilities” 
In der zweiten Publikation wurde der Einfluss des Insektizids Flupyradifuron auf das 
motorische Verhalten von Honigbienen untersucht. Die Versuchsplanung erfolgte gemeinsam 
mit Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner. Die Durchführung der Versuche erfolgte durch die 
Promovendin. Die statistische Auswertung erfolgte unter Mithilfe von Frau Prof. Dr. Ricarda 
Scheiner. Das Manuskript der Publikation wurde durch die Promovendin erstellt und, nach 
gemeinsamer Bearbeitung und Korrektur durch Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner, zur 
Veröffentlichung eingereicht. 
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3.3 Eingereichtes Manuskript: “Chronic exposure to the pesticide flupyradifurone 
leads to premature onset of foraging in honeybees (Apis mellifera)” 
Im dritten eingereichten Manuskript wurde der Einfluss des Insektizids Flupyradifuron auf das 
Überleben, auf die Sammeltätigkeit und auf Gehirnstrukturen von Honigbienen untersucht. Die 
Versuchsplanung erfolgte gemeinsam mit Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner und Herrn Prof. Dr. 
Johannes Seeger. Die Durchführung der Versuche erfolgte durch die Promovendin. Markus 
Ankenbrandt und Felix Schilcher halfen bei der Auswertung der RFID Daten. Frau Gabriele 
Lindner vom Veterinär-Anatomischen Institut der Universität Leipzig half bei den 
histologischen Schnitten. Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte mit Hilfe von 
Herrn Prof. Dr. Johannes Seeger und Frau PD Dr. Heike Aupperle-Lellbach. Die statistische 
Auswertung erfolgte unter Mithilfe von Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner durch die Promovendin. 
Das Manuskript der Publikation wurde durch die Promovendin erstellt und nach gemeinsamer 
Bearbeitung und Korrektur durch Frau Prof. Dr. Ricarda Scheiner und Prof. Dr. Johannes 
Seeger, sowie nach Überprüfung durch alle weiteren Co-Autoren, zur Veröffentlichung 
eingereicht. 
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Abstract 
1. Honeybees (Apis mellifera) and other insects are increasingly suffering from 
high pesticide concentrations in agricultural landscapes. Flupyradifurone is the 
active ingredient of a novel pesticide by the name of “Sivanto” developed and 
sold by Bayer AG (Crop Science Division, Monheim am Rhein, Germany). It 
works against sucking insects. Flupyradifurone binds to nicotinergic 
acetylcholine receptors similar to the pesticide group of neonicotinoids, though 
it has a different mode of action. The pesticide is marketed as harmless for 
honeybees, even when applied on flowering crops. So far, there have been few 
studies on sublethal effects of this new substance on honeybees.  
2.  Having performed a toxicity study, we applied a sublethal concentration of 
flupyradifurone to test long-term effects on foraging behavior. Bees were 
chronically exposed to flupyradifurone during the first week of adult life. 
Afterwards, their foraging behavior was monitored for 40 days using radio 
frequency identification (RFID). To look for signs of premature ageing and 
damage in the brain of pesticide-treated bees, Hematoxylin/Eosin stained brains 
of flupyradifurone-treated bees were examined using light microscopy. 
3. Pesticide-treated bees initiated foraging significantly earlier than control bees. 
We hypothesize that this premature onset of foraging could be due to oxidative 
stress and subsequent senescence. However, we did not detect a 
morphological correlate in the brain using light microscopy. 
4.  Synthesis and applications: The early onset of foraging induced by 
flupyradifurone could be deleterious on colony level, because premature 
foraging leads to a reduced period of in-hive tasks such as nursing brood and 
to a shorter life expectancy. Based on these findings we cannot recommend 
applying this pesticide to insect-pollinated crops. Our study further 
demonstrates that the RFID technology is a valuable tool for studying pesticide 
effects on life-time foraging behavior of insects.  
 
Keywords 
Flupyradifurone, foraging, Honeybee, histology, insecticide, mortality, RFID 
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Introduction 
One cause for the massive decline of insects across Europe in the last decades (van 
Swaay et al. 2013; Hallmann et al. 2017), is most likely the heavy use of pesticides in 
agriculture. Although three of the most dangerous neonicotinoid pesticides have 
recently been banned from use in the field in Europe, related substances are being 
pushed to the market. 
Flupyradifurone (4-[(2,2-difluoroethyl)amino]-2(5H)-furanone) is a new pesticide which 
was introduced to the market under the name of "Sivanto" by Bayer AG (Bayer AG, 
Crop Science Division, Monheim am Rhein, Germany). It belongs to Bayer AG’s own 
new class of butenolides and is highly effective against sucking “pest” insects, 
especially whiteflies and aphids (Nauen et al. 2015). Similar to the neonicotinoids, 
flupyradifurone binds to nicotinergic acetylcholine receptors in the insect brain and 
works as a reversible agonist (Nauen et al. 2015). With acetylcholine being a major 
excitatory neurotransmitter in the insect nervous system (Breer & Sattelle 1987; Lee & 
O’Dowd 1999), activation of acetylcholine receptors leads to depolarization and finally 
blocking of the synaptic transmission at the postsynaptic membrane of cholinergic 
synapses. Flupyradifurone is nontoxic to adult honeybees via acute contact exposure. 
The primary route of concern is thus ingestion through nectar and pollen, as the LD50 
is specified to be 1.2 µg ai/bee (Nauen et al. 2015). 
So far, very little is known about sublethal effects of flupyradifurone on honeybees. 
Though it has recently been shown that flupyradifurone can impair learning and 
memory in the honeybee (Tan et al. 2017; Hesselbach & Scheiner 2018) studies on 
the effects of chronic exposure on honeybees in the field are lacking. 
Foraging behavior is essential for provisioning the honeybee colony with pollen, nectar, 
water and propolis. Therefore, it is important to evaluate effects of sublethal 
concentrations of pesticides on this behavior. After finding sublethal concentrations of 
the pesticide through a mortality study we used the sensitive RFID technology to ask 
how an early chronic exposure to a sublethal dose of flupyradifurone affects foraging 
behavior in free flying honeybees. Using a novel approach we exposed a subgroup of 
honey bees to the pesticide within the hive, while not affecting the other bees. 
Our results display clear effects of the pesticides on foraging activity. We therefore 
looked for morphological correlates in the brain using light microscopy, because earlier 
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studies on different bees demonstrated cytotoxic effects on the brain after exposure to 
neonicotinoids and fipronil (Almeida Rossi et al. 2013; Catae et al. 2014; Jacob, 
Soares, Nocelli & Malaspina 2015). 
 
Material and Methods 
Chronic exposure - mortality 
The experiments were conducted with newly emerged bees in May/June 2018 and with 
diutinus (winter) honeybees in January/February 2018 gained from queen-right 
colonies maintained at the departmental apiary of the University of Würzburg. Essays 
were compiled according to OECD guidelines (OECD 2017) and comparable to 
Suchail, Guez & Belzunces (2001), Alkassab & Kirchner (2016), Sánchez-Bayo, 
Belzunces & Bonmatin (2017) with slight differences regarding the number of bees per 
cage and the experimental duration. 
Diutinus bees were collected from the bottom of one hive. To obtain newly emerged 
bees, a frame with sealed brood (near emergence) was collected and kept in an 
incubator (darkness, 32 °C, 70 % relative humidity (RH)). In summer and winter, bees 
were anesthetized on ice until they showed first signs of immobility. For each 
experiment, 30 animals were grouped in a cage (internal dimensions: 
8 cm x 5 cm x 5 cm). The cages were maintained under controlled conditions in an 
incubator (darkness, 28 °C, 60 % RH) for ten days, and the bees were fed through a 
5-ml Eppendorf tube. The control group received 50 % sugar water. The treatment 
groups received this solution containing different concentrations of flupyradifurone 
(flupyradifurone Pestanal®, analytical standard by Sigma Aldrich (Steinheim, 
Germany)). Preliminary experiments showed that diutinus bees had a higher 
requirement for food, so that we calculated 80 µl food per bee per day in diutinus bees, 
while the newly emerged bees received 30 µl per bee per day. Naturally, this led to 
different concentrations of flupyradifurone in the food (s. supplement Table 1). The 
doses we wanted to test were 12 µg per bee and two tenfold lower concentrations, with 
1.2 µg per bee being the acute oral LD50 (Nauen et al. 2015). The solutions were kept 
at 4 °C for a maximum of three days. Stocks were stored at – 20 °C. Dead bees were 
counted daily at the same time (± 2 h) and food was exchanged at the same time. The 
individual consumption of the solution was determined by pipetting the remaining 
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amount of sugar water. The mean individual consumption of the pesticide per day was 
calculated (s. supplement Table 1). Loss of single droplets during feeding was not 
taken into account. The experiments were replicated four times for newly emerged 
bees and for diutinus bees. 
 
Radio frequency identification RFID 
The RFID experiments were conducted in July/ August 2018 and September/ October 
2018 with the same queen-right host colony. The colony was kept in a six-frame mini 
plus hive. Two specifically designed scanners (MAJA Bundle Bee Identification 
System: iID2000 ISO15693 optimized, Micro-Sensys GmbH, Erfurt, Germany) were 
positioned in front of the hive entrance to track the bees leaving the hive or returning 
to the hive. In order to scan as many bees as possible, these two scanners were 
connected through a narrow tunnel which only allowed the sequential passage of bees. 
Newly emerged honeybees were obtained in the same way as for the mortality 
experiment from two or three brood frames. On the day of emergence, they were 
equally distributed into the subsequent treatment groups (control vs. flupyradifurone 
1.4 * 10-5 mol/l) and then anesthetized on ice until they showed first signs of immobility. 
A transponder (mic3-TAG 16k, Micro-Sensys GmbH, Erfurt, Germany) was glued on 
the thorax of each bee with superglue (UHU® Sekundenkleber blitzschnell Pipette) 
and each bee was color-marked on the abdomen consistent to the following treatment. 
Prior to gluing, each transponder was scanned by a USB-Pen and ID numbers were 
allocated to the subsequent treatment groups. 
For each experiment, 100 bees were grouped into two cages (internal dimensions: 
8 cm x 5 cm x 5 cm). These cages were placed on top of the frames in a second super 
on top of the original hive. The cages were equipped with a second grid in order to 
avoid trophallaxis with the hive-bees. Feeding was conducted via two 5 ml Eppendorf 
tubes. Control bees received 50 % sugar solution, while treated bees received this 
solution containing flupyradifurone (1.4 * 10-5 mol/l), because this concentration did not 
lead to increased mortality (s. Results). As for the mortality study, we calculated 30 µl 
food per bee per day and food was refilled every second day or third days. Stock 
solutions were stored at – 20 °C. The bees remained inside the cages and were kept 
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there for seven days. After seven days in the cages the bees were released into the 
hive and tracked for 40 days.  
 
Data acquisition 
Using the RFID data we developed a software to calculate selected aspects of foraging 
behavior. Bees which only left the hive once were excluded from analysis, because we 
assumed they left the hive to die outside. Based on our own observations, a foraging 
trip was defined as a bee being outside the hive for more than 180 s. Onset of foraging 
was defined as follows: when a bee left the hive for two trips on one day, this day was 
counted as day of initiation of foraging. Alternatively, when a bee left the hive for one 
trip on one day and for one or more trips on a subsequent day, the first day was counted 
as the day of onset of foraging. Thus we included the days of orientation flights, which 
always precede the foraging flights, into our analysis (Winston 1987). In cases when 
more than one day was between the first and the second trip, the day of the second 
trip was regarded as the onset of foraging. In addition, we measured the number and 
duration of foraging trips per bee per day. We divided the total number of trips by the 
days a bee was foraging in order to obtain the number of trips per active days. 
Furthermore, the total duration of trips was divided by the number of trips to gain the 
total duration per trip. 
End of foraging was defined as the last time a bee was detected. If the bee was 
detected within the last three days of the experiment (e.g. days 44 – 47), data were 
censored in further statistical analysis regarding the end of foraging. We like to outline 
here that the end of foraging does not equal the day of death, because we found many 
live bees at the end of the experiment whose last day of foraging had been much 
earlier. 
 
Statistics 
Statistical analyses were conducted using SPSS Statistics 23 (IBM, Armonk, NY USA) 
and GraphPad Prism 7.0 (GraphPad, Las Jolla, CA USA). Graphs were produced 
using GraphPad Prism 7.0. 
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Kaplan-Meier method with log-rank test was applied for comparing the mortality rates 
between the different treatment groups (Dechaume Moncharmont et al. 2003). This 
method was also used for comparing onset and end of foraging between the two 
treatment groups. As data were not distributed normally (Kolomogorov-Smirnov Test), 
trips per active day and duration per trip between the different treatment groups were 
compared using Mann-Whitney U-Tests. We applied repeated measurement analysis 
of variance (ANOVA) for comparing duration per trip per day for the first twenty days 
of foraging between the different treatment groups. Here we only used data of bees 
whose last day of foraging was after the 20th day in order to make sure that all bees 
included were still alive during the test phase. As Mauchly's Test revealed no Sphericity 
of data, we applied Greenhouse-Geisser correction to adjust the degrees of freedom 
for the averaged tests of significance. All tests were two-tailed. 
 
Morphological analysis of honeybee brains 
To show possible alterations in honeybee brains, especially in the inner compact cells 
and non-compact cells of mushroom bodies and in the area of the optic lobes, newly 
emerged worker bees were collected and maintained in cages like for the survival 
study. We built two groups consisting of 20 bees each. The control group received 
50 % sugar water, 30 µl per bee per day. The treatment group received 50 % sugar 
water containing flupyradifurone (1.4 * 10-4 mol/l), 30 µl per bee per day, for ten days. 
Food was renewed every second or third days. We chose this treatment regime, 
because preliminary data showed no morphological brain alterations after treating 
bees for one, five or ten days in lower concentrations (1.4 * 10-5 mol/l, 1.4 * 10-6 mol/l). 
On day ten, bees were removed from the cages with forceps and quickly killed at 
– 20 °C.  
Brains were dissected and embedded in paraffin. Five µm sections were produced, 
stained with hematoxylin and eosin (H/E) according to Gill II and embedded (s. 
Supplementary Information). 
Ten brains of each group were examined under a light microscope (Zeiss Axioskop 40) 
and photomicrographs were taken using a digital camera (Zeiss Axiocam 105 
color, 5MP) which was connected to the microscope. We used Zeiss AxioVison 
software for taking the images. 
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Results 
Mortality 
During a ten-day period, chronic toxicity was evaluated. In all replicates, the mortality 
of control groups was below 15 %, as recommended by OECD guidelines (OECD 
2017). The highest concentration applied (1.4 * 10-3 mol/l in newly emerged bees and 
5.2 * 10-4 mol/l in diutinus bees) led to a significantly increased mortality in all replicates 
with the bees dying within three days (p < 0.001). The ten-fold lower concentration led 
to a significant difference in mortality between the treated bees and control bees in 
summer in three out of four replicates (p < 0.05, p < 0.01, p < 0.01, p =  0.078) and in 
winter in two out of four replicates (p < 0.01, p = 0.959, p = 0.303, p < 0.01). For the 
lowest concentration (1.4 * 10-5 mol/l in newly emerged bees and 5.2 * 10-6 mol/l in 
diutinus bees), we found no difference towards the control bees in summer (p = 1.0) in 
all replicates. In winter, there was no significant difference in three out of four replicates 
(p = 0.317, p < 0.05, p = 0.317, p = 0.557). In the one replicate being significantly 
different, the mortality of the treated bees was significantly lower than that of the 
control. For all results also see supplemental Figures (Suppl. Fig. 1, 2). These results 
led to the assumption that a concentration of 1.4 * 10-5 mol/l was sublethal for newly 
emerged bees, and we therefore used this concentration for RFID experiments. 
 
Onset and end of foraging 
Flupyradifurone treated bees (1.4 * 10-5 mol/l) started foraging significantly earlier in 
both replicates than control bees (p < 0.05, Kaplan-Meier with log-rank test).  
The end of foraging activity did not differ between the two treatment groups in both 
replicates (p = 0.064 and p = 0.735), although the median days at the end of foraging 
varied strongly.  
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Figure 1:  
(A, B)  Onset of foraging in July/August (A) and in September/October (B): In both 
experiments, pesticide treated bees started foraging significantly earlier than control 
bees (Kaplan-Meier method with log-rank test: both p < 0.05 (*)). 
(C, D) End of foraging in July/August (C) and in September/October (D). In both 
experiments, the end of foraging activity did not differ between treatment groups 
(Kaplan-Meier method with log-rank test: p = 0.064 (n.s., C) respectively p = 0.975 
(n.s., D). 
The y-axis represents the Kaplan-Meier estimates of the cumulative proportion of 
foraging honeybees for the flupyradifurone treated bees (1.4 * 10-5 mol/l (FLU)) and 
the control. 
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Number of trips and trip duration 
The two replicates differed in the effects of flupyradifurone on the foraging trip 
frequency and the foraging duration. In replicate one there were no differences in the 
frequency of foraging trips (p = 0.802) or in the durations of foraging trips (p = 0.276; 
Fig. 2 A, B) between flupyradifurone treated bees and controls. In the second replicate, 
however, the flupyradifurone-treated bees foraged significantly more frequently 
(p < 0.01) and for longer periods (p < 0.001; Fig. 2 C, D). 
 
Figure 2:  
(A, C) Trips per active day in July/August (A) and in September/October (C). 
There was no significant difference between control bees and flupyradifurone treated 
bees in the first replicate (1.4 * 10-5 mol/l (FLU)) in the number of trips per active day 
(Mann-Whitney U-Test: p = 0.802, A). In the second replicate there was a significant 
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difference between the treatment group and the control regarding the number of trips 
per active day (Mann-Whitney U-Test: p < 0.01 (**). Graphs show median, interquartile 
range and 10-90 percentile. 
(B, D) Duration per trip in July/August (B) and in September/October (D). In the 
first replicate there was no significant difference in the duration per trip (Mann-Whitney 
U-Test: p = 0.276). We found a significant difference in the duration per trip between 
the flupyradifurone treated bees and the control in replicate two (Mann-Whitney U-
Test: p < 0.001 (***)). Graphs show median, interquartile range and 10-90 percentile. 
 
In addition, we found a day-effect on the duration per trip per day in both replicates 
(p < 0.05), but no effect of treatment on the duration per trip per day during the first 
20 days of foraging (p = 0.735 and p = 0.983, respectively; Fig. 3). 
 
 
Figure 3: 
Duration per trip per day over the first twenty days of foraging in July/August (A) 
and in September/October (B): We found a significant influence of day on the 
duration per trip per day in replicate one and two (Repeated measure ANOVA with 
Greenhouse-Geisser correction: both p < 0.05), but no significant effect of treatment 
on the duration per trip per day during the first 20 days of foraging (Repeated measure 
ANOVA with Greenhouse-Geisser correction: p = 0.735 (A) respectively p = 0.983 (B)). 
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Histology 
Referring to the findings on effects of other pesticides on the morphology of the 
honeybee brain (Almeida Rossi et al. 2013; Oliveira, Roat, Carvalho & Malaspina 2014) 
we looked for condensed cells and cells with a swollen appearance in the area of the 
optic lobes and the mushroom bodies. We analyzed ten brains of control bees and ten 
brains of flupyradifurone-(1.4 * 10-4 mol/l) treated bees. We did not find any cell 
alterations in H/E stainings in the inner compact cells and non-compact cells of 
mushroom bodies or the lamina, medulla, outer or inner chiasmata of the optic lobes 
of flupyradifurone treated bees (Suppl. Fig. 3, 4) 
 
Discussion 
Mortality and onset of foraging 
The aim of the present study was to determine the effects of the novel pesticide 
flupyradifurone on honeybee mortality, foraging activity and brain morphology. Our 
results reveal for the first time that a chronic dose of approximately 1 µg per bee per 
day over the time course of ten days increases mortality in flupyradifurone-treated bees 
significantly compared to a control group. This was true for newly emerged summer 
bees as well as long-lived diutinus bees. A tenfold lower concentration (~ 0.1 µg per 
bee per day) led to a survival rate comparable to that of the control. It can therefore be 
assumed that this concentration fed chronically would only lead to sublethal effects 
according to the definition of Desneux, Decourtye & Delpuech (2007), which states that 
a sublethal dose of a pesticide is “a dose or a concentration defined as inducing no 
statistically significant mortality in the experimental population”. 
Overall, initiation of foraging in our setups was relatively early, which is typical of small 
hives (Sakagami 1953). Importantly, bees which were chronically treated with a 
sublethal dose of flupyradifurone showed a significantly earlier onset of foraging 
compared to the control group. This implies a faster ageing process due to the 
pesticide, which may have serious consequences for the social organization in a 
honeybee colony. 
One possible hypothesis is that the pesticide induces sub-lethal stress to the 
honeybees, so that their adult maturation is speeded up and they initiate foraging 
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earlier in live. Similarly, accelerated maturation and premature foraging has been 
observed in Varroa-infected honeybees (Zanni et al. 2018) as well as in Nosema apis 
inoculated bees (Woyciechowski & Moroń 2009). Contrary Prado et al. found a 
significant later onset of foraging after applying a pesticide mixture with pollen to newly 
emerged bees during their first days of adult life. This different outcome could result 
from the pesticide mixture they used, herbicides, fungicides and insecticides, but no 
neonicotinoids, but also due to the application via pollen.  
The earlier onset of foraging in our experiments implies that the bees perform in-hive 
tasks such as nursing for a shorter period of life and that they die faster than control 
animals under hive-conditions. Rueppell, Bachelier, Fondrk & Page (2007) suggest 
that mortality patterns in worker honey bees are mainly influenced by the time point of 
transition to foraging, while the pre-foraging in-hive period is rather flexible in duration. 
Individual and colony factors determine the time of switching from in-hive tasks to 
foraging. On the individual level, foragers have lower levels of protein and stored lipids. 
Furthermore hemocyte levels decline with age, leading to a lowered immune capacity 
(Quigley, Amdam & Rueppell 2018). It was suggested that this change is related to 
altered hormonal states in foraging honeybees, as they have an increased level of 
juvenile hormone (JH). Furthermore, foraging honeybees have an elevated metabolic 
rate compared to in-hive workers, which leads to elevated release of free radicals, 
inducing oxidative stress (Quigley, Amdam & Rueppell 2018). This expresses itself in 
oxidative carbonylation. Seehuus, Krekling & Amdam (2006) showed that oxidative 
carbonylation in the honeybee brain was strongly associated with social task, with bees 
in the foraging state expressing higher levels of oxidative carbonylation.  
Taking all this into account, flupyradifurone could lead to premature foraging in different 
ways. It is possible that the hormonal pathways are altered, leading to an increased 
level of JH. Furthermore, flupyradifurone-treated bees possibly suffer from oxidative 
stress, arising from an increased metabolic rate, leading to an earlier onset of foraging. 
An earlier onset of foraging would consequently lead to a shortened period of being an 
in-hive bee and could thus reduce the time spent as nurse bees. This is one of the 
main tasks during the in-hive period (Winston 1987). This could lead to a downgraded 
brood attending, similar to that observed after Varroa infestation (Zanni et al. 2018), 
eventually resulting in a decreased rate of colony reproduction. 
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Foraging activity and duration 
Experiments by Gill, Ramos-Rodriguez & Raine (2012) revealed that chronic exposure 
to the neonicotinoid imidacloprid leads to significantly prolonged foraging trips and to 
a smaller amount of pollen being brought back to the colony in bumblebees. Similar 
results were reported by Stanley et al. (2016). These data imply that imidacloprid-
exposed bumblebee workers were significantly less efficient at collecting pollen in the 
field. However, a single administration of the neonicotinoids imidacloprid or clothianidin 
to honeybees can lead to a reduction of foraging activity and to longer foraging flights, 
which corroborates the aforementioned thesis (Schneider, Tautz, Grünewald & Fuchs 
2012). 
In our study, only the flupyradifurone-treated bees of the second replicate in 
September/October showed significantly more and longer foraging flights per day than 
control bees. Availability of floral resources and thus the season as well as an elevated 
Varroa burden in late summer and autumn (Vidal-Naquet 2015) might change pesticide 
toxicokinetics (Poquet, Vidau & Alaux 2016). This could be a possible explanation for 
the different outcome of our two replicates. Repeated measurement ANOVA revealed 
no significant effect of treatment on the duration per foraging trip in the first 20 days in 
both replicates. It therefore remains unclear whether the chronic exposure of 
honeybees to flupyradifurone for one week decreases foraging efficiency comparable 
to that induced by imidacloprid. Given that the two chemicals bind to the same 
transmitter receptors in the honeybee brain, this fact would not be surprising. In this 
context it should be considered that bees inserted into the colony in September will 
most probably become diutinus winter bees (Mattila, Harris & Otis 2001). The 
increased foraging in autumn could therefore have negative effects on over-wintering 
as flupyradifurone-treated bees would already be more worn out and have a reduced 
life-span. 
Histological alterations 
In our experiments, flupyradifurone treated bees started to forage significantly earlier, 
leading to the suspicion that oxidative stress could be responsible for the accelerated 
maturation. Oxidative stress arises from an imbalance between excessive formation of 
reactive oxygen species (ROS) and anti-oxidant defenses. For the neonicotinoid 
imidacloprid it was shown that oral administration leads to an increased activity of 
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cytochrome oxidase, which is the terminal enzyme in the electron transport chain 
during mitochondrial respiration suggesting an enhanced mitochondrial activity 
(Decourtye et al. 2003). This activity leads to an increased production of ROS. It has 
also been shown for other pesticides like organophosphates, organochlorines and 
pyrethroids that they lead to an elevated ROS production (James & Xu 2012). Similarly 
Słowińska et al. (2016) showed a decreased total antioxidant capacity of one day old 
bees after imidacloprid treatment. This effect was not observable in 30-day old bees, 
indicating a higher susceptibility of young bees towards imidacloprid. This could also 
be the reason why Alburaki et al. (2017) could not find any differences in the expression 
of brain oxidative genes in foraging honeybees after imidacloprid treatment.  
ROS and oxidative stress damage lipids, proteins and nucleic acids. For this reason, 
we searched for signs of structural alterations in honeybee brains after treatment with 
flupyradifurone. In contrast to what was shown for neonicotinoid pesticides (Almeida 
Rossi et al. 2013; Oliveira, Roat, Carvalho & Malaspina 2014), we did not find any 
alterations in the mushroom bodies and optic lobes of honeybees treated with 
flupyradifurone on the light microscopic level. Despite this, we cannot exclude 
ultrastructural alterations, which would only be detectable with special staining or 
advanced microscopic techniques. It would further be interesting to investigate brains 
of foraging bees for those alterations. 
Honeybee exposure to flupyradifurone in the field 
Flupyradifurone has a brought spectrum of target organisms, including aphids, psyllids 
and whiteflies, and it also has a wide range of crops it can be used on (Nauen et al. 
2015). Depending on the crop it is used on, the residues of flupyradifurone in nectar 
and pollen vary strongly (Glaberman & White 2014). In this study the estimated 
environmental concentration (EEC) in apple nectar after two foliar applications was 
specified to be 0.44 µg/bee/day through nectar for adult worker honeybees. This is 
about four times higher than the average consumption rate per day in our foraging 
experiment. It should be considered that especially nurse bees ingest a high amount 
of pollen to produce larval and queen food through their glands (Winston 1987; Rortais, 
Arnold, Halm & Touffet-Briens 2005) and that residues of flupyradifurone in pollen often 
exceed those in nectar (Glaberman & White 2014). That is why an even higher 
consumption rate cannot be excluded. Furthermore, our experimental bees were only 
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exposed during their first week as adults. As they were moving and flying freely about 
afterwards, they also had access to uncontaminated pollen and nectar sources, 
indicating a long lasting effect after the chronic exposure to flupyradifurone during the 
first week of life. It remains unclear in how far their behavior would be affected if the 
exposure was lasting even longer, for example through contaminated honey and pollen 
resources during the winter period.  
Honeybees face a multitude of insecticides, herbicides and fungicides which are often 
used simultaneously on crops in the foraging area of one hive and which can even be 
found in untreated plants nearby (Krupke et al. 2012). So far, little is known about the 
combined effects of different pesticides on honeybees, though recently it was shown 
that imidacloprid in combination with a few other pesticides has additive effects on 
toxicity in honeybees (Zhu, Yao, Adamczyk & Luttrell 2017), which underlines the 
urgency of further research in this field. 
In conclusion, the most dominant effect of flupyradifurone we could show is a speeded 
development, leading to an earlier onset of foraging. The molecular pathways 
underlying this faster development are unclear. Our data do not imply morphological 
correlates such as those related to ageing. Our data reveal that the RFID technology 
is a valuable tool for investigating long-term effects of chronic pesticide exposure in 
field experiments. The novel pesticide flupyradifurone has clear effects on the life-time 
history of honeybees.  
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4 Diskussion 
4.1 Effekte von Flupyradifuron auf individuelle Bienen 
4.1.1 Einfluss von Flupyradifuron auf die Sterblichkeit 
In den vorliegenden Studien wurde der Einfluss von Flupyradifuron auf die Sterblichkeit von 
Honigbienen untersucht. Es wurde gezeigt, dass die einmalige Applikation von 1,2 g pro 
Biene, genau wie zwei weitere Dosierungen (0,12 g und 0,012 g), in einem Zeitraum von 
bis zu 72 h Stunden nach der Gabe nicht zu einer erhöhten Mortalität im Vergleich zur Kontrolle 
führte (HESSELBACH und SCHEINER 2018). Dieses Ergebnis erscheint zunächst 
verwunderlich, da die Dosis von 1,2 g pro Biene als akute LD50 angegeben wird (EFSA 2015). 
TOSI und NIEH (2019) untersuchten ebenfalls die Sterblichkeit von Sammlerinnen und 
Stockbienen nach Flupyradifuron-Gabe. Sie fanden nach einmaliger Applikation für 
Sammlerinnen eine 2,5-fach höhere LD50 (2,55 g/Biene) und für Stockbienen eine 1,6-fach 
höhere LD50 (1,87 g/Biene) im Vergleich zur EFSA. Eine große Variabilität im Hinblick auf die 
LD50 ist auch für andere Pestizide beschrieben. Mögliche Einflussfaktoren sind neben dem 
genetischen Hintergrund das Alter und die Aufgabe der Bienen (RINKEVICH et al. 2015). So 
fanden RINKEVICH et al. (2015) eine 16 – 33-fach abweichende LD50 für Imidacloprid in 
Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund. Abhängig von der Lokalisation der Bienen in 
Europa wurde eine um das Zweifache abweichende LD50 beobachtet (NAUEN et al. 2001). 
Diese Autoren machen dafür auch experimentelle Details an den unterschiedlichen 
durchführenden Institutionen verantwortlich. Da die Bienen in den meisten Studien nicht 
routinemäßig auf verschiedene Erkrankungen getestet wurden, besteht außerdem die 
Möglichkeit, dass subklinische Infektionen, zum Beispiel mit Viren, den Ausgang der Studien 
beeinflussten. Es wurde gezeigt, dass die Volksstärke einen Einfluss auf die Aktivität 
detoxifizierender Enzyme der Honigbiene hat (SMIRLE 1993). Dementsprechend ist es 
naheliegend, dass auch die Volksstärke die Mortalität der Honigbienen unter dem Einfluss von 
Insektiziden beeinflusst. 
Es wurde außerdem der Einfluss einer chronischen Gabe von Flupyradifuron auf das 
Überleben untersucht (s. eingereichtes Manuskript 3: HESSELBACH et al., 2019). Es konnte 
gezeigt werden, dass die chronische Verabreichung von etwa 1,0 g Flupyradifuron pro Biene 
pro Tag über zehn Tage das Überleben in zwei bzw. drei von vier Replikaten signifikant 
reduzierte und eine zehnfach erhöhte Konzentration zu einer hundertprozentigen Mortalität 
innerhalb von zwei bis drei Tagen führte. Die Gabe von 0,1 g pro Biene pro Tag stellte sich 
dagegen als subletal heraus. Dies galt für frisch geschlüpfte Sommerbienen und langlebige 
Winterbienen. Im Unterschied dazu wurde von TAN et al. (2017) beschrieben, dass bereits 
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eine Dosis von 0,066 g Flupyradifuron pro Tag, über drei Tage, das Überleben der 
Asiatischen Honigbiene (Apis cerana) signifikant reduzierte. Diese Diskrepanz kann auf den 
unterschiedlichen genetischen Hintergrund zwischen der Westlichen Honigbiene (Apis 
mellifera) und der Asiatischen Honigbiene (Apis cerana) zurückgeführt werden. Auch weitere 
der oben genannten Faktoren, wie das Alter, die Aufgabe und der Gesundheitszustand der 
Bienen, die Volksstärke oder experimentelle Details können zu den beobachteten 
Unterschieden führen. 
4.1.2 Effekte von Flupyradifuron auf Zuckerempfindlichkeit, Lernen und Gedächtnis 
Für zahlreiche Insektizide und insbesondere die Neonikotinoide ist bekannt, dass sie die 
Zuckerempfindlichkeit von Honigbienen sowie deren Lernleistung und Gedächtnisbildung 
beeinflussen (SIVITER et al. 2018). TAN et al. (2017) stellten auch für den neuen Wirkstoff 
Flupyradifuron einen negativen Einfluss auf das Lernen und die Gedächtnisbildung der 
Asiatischen Honigbiene (Apis cerana) nach chronischer Gabe über drei Tage fest. Dabei führte 
sowohl die chronische Gabe an Larven, die später als Adulte getestet wurden, als auch die 
Verabreichung an adulte Bienen zu diesem Ergebnis. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer einmaligen Flupyradifuron-Gabe auf die 
Zuckerempfindlichkeit, das assoziative Lernen und die Gedächtnisbildung untersucht 
(HESSELBACH und SCHEINER 2018). Dabei wurden drei Konzentrationen getestet, die 
zuvor bei einmaliger Applikation als subletal beschrieben wurden. Eine Konzentration von 
8,3 * 10-4 mol/l, welche 1,2 g Flupyradifuron pro Biene in 5 l Zuckerwasser entspricht, 
beeinflusste die Verhaltensweisen signifikant negativ. Dagegen hatten zwei niedrigere 
Konzentrationen (8,3 * 10-5 mol/l; 8,3 * 10-6 mol/l) keinen solchen Effekt. Diese Effekte können 
durch den Wirkort von Flupyradifuron, dem nAChR, erklärt werden. Der Rezeptor ist in 
zahlreichen Arealen des Gehirns der Honigbiene vorhanden, zum Beispiel in den Antennal-
Loben, Teilen der Pilzkörper und den Dorsal-Loben (BICKER 1999), aber auch in den 
optischen Loben, den Tuberkeln und dem Unterschlundganglion (DUPUIS et al. 2012). Der 
nAChR spielt eine herausragende Rolle beim Lernen, der Gedächtnisbildung und dem 
Gedächtnisabruf der Honigbiene (DUPUIS et al. 2012, GAUTHIER 2010, HIMMELREICH und 
GRÜNEWALD 2012). Das wird auch durch die vorliegende Arbeit untermauert, in der eine 
Blockierung des Rezeptors durch Flupyradifuron zu verminderter Lern- und 
Gedächtnisleistung führte. 
4.1.3 Effekte von Flupyradifuron auf die motorischen Fähigkeiten der Honigbiene 
In zahlreichen Studien wurde der Einfluss von Pflanzenschutzmitteln auf motorische 
Fähigkeiten der Honigbiene untersucht. Dabei kamen unterschiedliche 
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Untersuchungstechniken zum Einsatz. Neben Arenen, in denen die Laufgeschwindigkeit der 
Bienen untersucht wurde, wurde das Verhalten der Tiere auch in Petrischalen analysiert.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Flupyradifuron auf die motorischen 
Fähigkeiten der Honigbiene zu untersuchen (HESSELBACH und SCHEINER 2019). Nach 
einmaliger Applikation des Wirkstoffes waren die Effekte bei langlebigen Winterbienen stärker 
ausgeprägt als bei jungen Sommerbienen. In einer Konzentration von 8,3 *10-4 mol/l zeigten 
Winter- und Sommerbienen 15 min und 60 min nach der Applikation von Flupyradifuron 
abnorme Verhaltensweisen. Neben verkehrt-herum-Liegen und im-Kreis-Laufen, was bei 
Sommer- und Winterbienen beobachtet wurde, zeigten die Winterbienen außerdem teilweise 
einen Zustand von kompletter Immobilität. Nach 180 min waren diese abnormen 
Verhaltensweisen nicht mehr zu beobachten. Der zeitliche Ablauf dieser Veränderungen lässt 
auf eine schnelle Diffusion des Wirkstoffes im Organismus und eine schnelle Metabolisierung 
schließen. Die beobachteten Auswirkungen einer Flupyradifuron-Gabe wurden auch in einer 
Mortalitätsstudie von TOSI und NIEH (2019) beobachtet. Die abnormen Verhaltensweisen wie 
Koordinationsprobleme, Hyperaktivität, Apathie und veränderte Haltung des Abdomens waren 
hier ebenfalls hauptsächlich in der ersten Stunde nach Insektizid-Gabe zu beobachten. Die 
erhöhte Empfindlichkeit der Winterbienen kann auf eine niedrigere Fähigkeit zur Detoxifikation 
dieser Tiere zurückzuführen sein. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die jüngeren 
Sommerbienen dem Alter nach am ehesten Ammenbienen waren, für die eine erhöhte Aktivität 
detoxifizierender Enzyme beschrieben wurde (SMIRLE 1993). Bei Sommer- und Winterbienen 
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Insektizid-Gabe vermindertes Putzverhalten 
festgestellt. Dies kann unterschiedliche Gründe haben. Möglicherweise führt Flupyradifuron zu 
einer verminderten olfaktorischen Wahrnehmung, wodurch die Biene keinen Grund zum 
Putzen empfindet. Auf der anderen Seite kann das Tier aber auch so sehr mit den abnormen 
Verhaltensweisen beschäftigt sein, dass es sich nicht mehr putzt. 
In der vorliegenden Studie wurde außerdem eine vergleichende Analyse mit dem 
Neonikotinoid Imidacloprid durchgeführt. Die hier beobachteten Effekte stehen im Widerspruch 
zu denen nach Flupyradifuron-Gabe. Zum einen wurden nach der Verabreichung von 
Imidacloprid auch in einer hohen Dosis keine abnormen Verhaltensweisen beobachtet. Die 
Effekte von Imidacloprid wurden außerdem im Laufe der 180 min stärker, wobei die Tiere 
immer weniger mobil wurden. Ähnliche Beobachtungen wurden auch schon in früheren 
Studien gemacht (LAMBIN et al. 2001, SCHNEIDER et al. 2012). Nach Flupyradifuron-Gabe 
waren die Effekte hingegen nach 15 min und 60 min am stärksten ausgeprägt und nach 
180 min fanden sich kaum noch Unterschiede zur Kontrolle. 
Außerdem wurde der Effekt einer 24-stündigen Flupyradifuron- und Imidacloprid-Gabe auf die 
motorischen Fähigkeiten der Bienen untersucht. Hierbei konnten für beide Wirkstoffe weder 
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abnorme Verhaltensweisen noch Unterschiede im Lauf-, Putz- oder Stehverhalten festgestellt 
werden. Mit Flupyradifuron behandelte Winterbienen zeigten jedoch signifikant häufigeres 
Fallen in der Zeit des Laufens. Dies ist ein weiterer Hinweis auf den schnellen Metabolismus 
von Flupyradifuron, da es bei chronischer Applikation nicht zu einer starken Akkumulation des 
Wirkstoffs zu kommen scheint. Die Ergebnisse zu Imidacloprid stehen allerdings im 
Widerspruch zu einer Studie von WILLIAMSON et al. (2014), in der eine vergleichbare 
Imidacloprid-Menge zu verändertem Putz-, Lauf-, Flug- und Stehverhalten führte. Diese 
Diskrepanz kann durch eine unterschiedliche Toleranz der Bienen gegenüber dem Wirkstoff 
erklärt werden. Diese kann ihre Ursache beispielsweise in der Koloniestärke (SMIRLE 1993), 
aber auch dem Alter und dem genetischen Hintergrund der Bienen haben (RINKEVICH et al. 
2015). 
Bei Heuschrecken sind nAChR auch an Interneuronen des Strickleiternervensystems 
ausgebildet (GAUGLITZ und PFLÜGER 2001). Auch wenn eine Homologie zur Honigbiene 
vorgeschlagen wurde (SCHRÖTER et al. 2007), ist über das Vorhandensein an dieser Stelle 
bei Honigbienen bisher nichts bekannt. Dennoch können die motorischen Veränderungen, die 
nach Insektizid-Gabe beobachtet wurden, durch diese Interneurone vermittelt werden. Aber 
auch Motorneurone sind empfindlich für Neuromodulatoren (NATION 2008), weshalb auch 
diese für den beobachteten Effekt verantwortlich sein können.  
4.1.4 Effekte von Flupyradifuron auf die Flugaktivität der Honigbiene 
Von zahlreichen Insektiziden ist bekannt, dass sie die Sammeltätigkeit und Flugaktivität von 
Honigbienen beeinflussen können. Dies wurde durch das Training auf artifizielle Futterstellen, 
Beobachtungen des Stockeingangs, aber auch neuere Methoden, wie Radar oder RFID 
untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Flugaktivität von Honigbienen mittels RFID 
Technologie zu analysieren (s. eingereichtes Manuskript 3: HESSELBACH et al., 2019). Dabei 
sollte der Effekt einer einwöchigen Flupyradifuron-Gabe untersucht werden. Die verwendete 
Menge an Flupyradifuron wurde aus der vorangegangenen Mortalitätsstudie abgeleitet und mit 
etwa 0,1 g pro Biene pro Tag subletal gewählt. 
Neben einem insgesamt eher frühen Beginn der Flugaktivität und damit der wahrscheinlichen 
Sammelaktivität, die für kleine Kolonien typisch ist (SAKAGAMI 1953), wurde in beiden 
Replikaten in der Flupyradifuron behandelten Gruppe ein signifikant früherer Beginn der 
Flugaktivität, im Vergleich zur Kontrolle, festgestellt. Ähnlich zu Effekten, die durch einen 
Varroa-Befall (ZANNI et al. 2018) oder eine Infektion mit Nosema apis (WOYCIECHOWSKI 
und MOROŃ 2009) beobachtet wurden, kann dies auf den subletalen Stress zurückzuführen 
sein, den die Bienen durch die Insektizid-Gabe erfährt. Möglicherweise wird so der 
Hormonstatus der Honigbienen verändert, sodass vermehrt Juvenilhormon gebildet wird. 
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Dieses Hormon ist bei sammelnden Honigbienen vermehrt vorhanden (QUIGLEY et al. 2018). 
Möglicherweise führt aber auch die erhöhte metabolische Aktivität, die für die Detoxifikation 
des Wirkstoffs verantwortlich ist, zur Bildung von Sauerstoffradikalen (GONG und DIAO 2017). 
So wurde beispielsweise eine erhöhte Aktivität der Cytochrom Oxidase, die das letzte Enzym 
in der Elektronentransportkette während der mitochondrialen Atmung darstellt, nach 
Verabreichung des Neonikotinoids Imidacloprid beobachtet (DECOURTYE et al. 2004a). 
Diese Aktivität kann zur Bildung von Sauerstoffradikalen führen, wie sie auch für andere 
Pflanzenschutzmittel beschrieben wurde (JAMES und XU 2012). Die Bildung von 
Sauerstoffradikalen, bei gleichzeitiger niedriger anti-oxidativer Kapazität, führt zu oxidativem 
Stress. Oxidativer Stress wird beispielsweise durch das Ausmaß an oxidativer Carbonylierung 
gemessen. SEEHUUS et al. (2006b) zeigten, dass oxidative Carbonylierung im Gehirn der 
Honigbienen in engem Zusammenhang mit der Aufgabe der Tiere steht und die Bienen, die 
als Sammlerinnen tätig sind, höhere Level an oxidativer Carbonylierung aufwiesen. Somit kann 
der oxidative Stress, der durch die Metabolisierung von Insektiziden entsteht, ein weiterer 
Grund für die verfrühte Flugaktivität sein. 
Im Unterschied dazu wurde im Hinblick auf die Sammeldauer und die Sammelaktivität pro Tag 
ein signifikanter Einfluss von Flupyradifuron nur im zweiten Replikat beobachtet. Eine mögliche 
Ursache dafür kann die Jahreszeit sein, da Replikat zwei im September und Oktober und 
Replikat eins im Juli und August durchgeführt wurde. Es ist bekannt, dass sowohl der Befall 
mit Varroa, der im Spätsommer erhöht ist (VIDAL-NAQUET 2015), als auch das 
Vorhandensein von Blüten die Toxikokinetik von Insektiziden beeinflussen können (POQUET 
et al. 2016). Da aber in beiden Replikaten die ANOVA mit Messwiederholungen keinen 
signifikanten Einfluss der Behandlung auf die Sammeldauer pro Sammelflug in den ersten 20 
Tagen zeigte, kann auf Basis der vorliegenden Daten, in Bezug auf den Einfluss von 
Flupyradifuron auf die Sammelaktivität, kein eindeutiger Schluss gezogen werden. 
4.1.5 Einfluss von Flupyradifuron auf Gehirnstrukturen der Honigbiene 
In zahlreichen Studien konnte ein Effekt von Insektiziden auf Organstrukturen von 
Honigbienen, wie das Gehirn (DE ALMEIDA ROSSI et al. 2013, OLIVEIRA et al. 2012), die 
Futtersaftdrüsen (HATJINA et al. 2013, HEYLEN et al. 2011), den Mitteldarm (CATAE et al. 
2014, OLIVEIRA et al. 2012) und die Malpighischen Gefäße (CATAE et al. 2014), festgestellt 
werden. Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit der Effekt von Flupyradifuron auf 
Gehirnstrukturen der Honigbiene untersucht werden. Frisch geschlüpfte Tiere wurden dazu 
über zehn Tage mit dem Wirkstoff behandelt, wobei die höchste verwendete Dosis, 
durchschnittlich 1 g pro Biene pro Tag, in der Mortalitätsstudie zu einer erhöhten Mortalität 
führte und damit recht hoch gewählt war. 
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Dennoch konnte durch die Hämatoxylin/Eosin (H/E) Färbung keine Unterschiede im Bereich 
der Pilzkörper und der optischen Loben im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Eine 
mögliche Erklärung hierfür kann die schnelle Metabolisierung des Wirkstoffs sein, der durch 
den schnellen Abbau wenig Schaden an zellulären Strukturen im Gehirn hinterlässt. Hinweise 
auf eine schnelle Metabolisierung ergeben sich auch aus den Versuchen im Hinblick auf die 
Motorik (HESSELBACH und SCHEINER 2019). Dennoch ist es möglich, dass Veränderungen 
vorhanden sind, die aber mit der gewählten Färbung nicht darstellbar sind. Aus diesem Grund 
können Spezialfärbungen und immunhistochemische Färbungen, wie die Masson-Goldner-
Färbung zur Färbung von gegebenenfalls degenerierten Zellkernen, die Feulgen-Reaktion 
zum Nachweis von DNA oder die TUNEL-Reaktion zur Darstellung apoptotischer Zellkerne 
(MULISCH und WELSCH 2015), sowie die Elektronenmikroskopie in dieser Hinsicht weitere 
Ergebnisse liefern. Auch die Untersuchung anderer organischer Strukturen wie des 
Mitteldarms, in dem der Wirkstoff resorbiert wird, oder der Malpighischen Gefäße, die unter 
anderem für die Ausscheidung von Fremdstoffen verantwortlich sind, kann hier weitere 
Erkenntnisse bringen. 
4.2 Detoxifikation von Insektiziden 
Die Detoxifikation von Xenobiotika kann in drei Phasen untergliedert werden. In Phase I, der 
Funktionalisierung, kommt es zu Oxidation, Hydrolisierung und Reduktion der Substanz. Dies 
geschieht über verschiedene Enzym-Gruppen, wie zum Beispiel die Cytochrom P450 
Monooxygenasen, die Glutathion-Transferasen oder die Carboxyl-Esterasen. In Phase II, der 
Konjugation, werden die in Phase I entstehenden Produkte mit endogenen Substanzen, wie 
Sulfaten, Zuckern, Aminosäuren und Glutathionen konjugiert. Hierbei spielen zum Beispiel 
Glutathion-Transferasen eine wichtige Rolle. In Phase III erfolgt schließlich die Ausscheidung 
der Konjugate (GONG und DIAO 2017, YU 2014). Dieses Prinzip gilt auch bei der 
Ausscheidung von Insektiziden (CASIDA 2011, GONG und DIAO 2017). Durch Bioassays, 
biochemische Verfahren, aber auch die Analyse von Gen- und Proteinexpression, wurden 
Wege aufgedeckt, die bei der Honigbiene für die Verstoffwechselung von Insektiziden 
verantwortlich sind. Dabei wurde gezeigt, dass Honigbienen weniger detoxifizierende Gene 
besitzen als andere Insekten, was sie besonders empfindlich gegenüber einigen Insektiziden 
und Fungiziden macht (GONG und DIAO 2017). Eine herausragende Rolle bei der 
Detoxifikation spielen die Cytochrom P450 Monooxygenasen. Vor allem die cyano-
substituierten Neonikotinoide wie Acetamiprid und Thiacloprid werden über die Cytochrom 
P450 Monooxygenasen metabolisiert. Dies erklärt deren niedrigere Toxizität für Honigbienen 
im Vergleich zu den nitro-substituierten Neonikotinoiden wie Imidacloprid, Thiametoxam und 
Clothianidin (IWASA et al. 2004).  
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Aufgrund der Tatsache, dass sich die LD50 von Flupyradifuron mit 1,2 g a.i. pro Biene (EFSA 
2015) noch etwas niedriger liegt als die der cyano-substituierten Neonikotinoide Acetamiprid 
(7,0 g a.i) und Thiacloprid (14,6 g a.i; IWASA et al. 2004) und der scheinbar schnellen 
Metabolisierung des Wirkstoffs, liegt die Vermutung nahe, dass auch Flupyradifuron durch 
Cytochrom P450 Monooxygenasen schnell abgebaut wird. 
4.3 Mögliche Interaktion von Flupyradifuron mit anderen Stressoren 
4.3.1 Synergistische Effekte in Kombination mit Insektiziden und Fungiziden 
In der Natur sind Honigbienen häufig nicht nur einem Wirkstoff, sondern einer Kombination 
von Pflanzenschutzmitteln ausgesetzt, die gemeinsam oder nacheinander auf die Zielpflanze 
aufgebracht werden. Daneben finden sich auch zahlreiche Rückstände von 
Pflanzenschutzmitteln in Bienen und Bienenprodukten wie Pollen und Honig (BÖHME et al. 
2018, MITCHELL et al. 2017, MULLIN et al. 2010). 
 
Abbildung 1: Wichtige Expositionsrouten von Honigbienen gegenüber Pflanzenschutzmitteln 
(modifiziert nach EFSA 2012). 
 
Die verschiedenen Wirkstoffe können gegebenenfalls synergistisch wirken. Gut untersucht ist 
die synergistische Wirkung, die bei gleichzeitiger Behandlung von Honigbienen mit 
Insektiziden und Fungiziden auftritt. Diese kommt durch die Inhibition detoxifizierender 
Enzyme, wie die Cytochrom P450 Monooxygenasen, zustande. Der klassische Inhibitor der 
Cytochrom P450 Monooxygenasen Piperonyl-Butoxid, aber auch Fungizide, wie die 
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Ergosterol-Biosynthese-Hemmer Prochloraz, Propiconazol, Tebuconazol, Triflumizol (IWASA 
et al. 2004) und Fenbuconazol (BIDDINGER et al. 2013) haben diese Enzym-hemmende 
Wirkung. So zeigten IWASA et al. (2004), dass die gleichzeitige Gabe von Prochloraz, 
Propiconazol, Tebuconazol und Triflumizol die Toxizität der Neonikotinoide Acetamiprid, 
Imidacloprid und Thiacloprid erhöhte, während BIDDINGER et al. (2013) den gleichen 
Zusammenhang für das Fungizid Fenbuconazol und die Neonikotinoide Acetamiprid und 
Imidacloprid (BIDDINGER et al. 2013) beobachteten. Für das Neonikotinoid Clothianidin 
wurde eine synergistische Wirkung mit dem Fungizid Prochloraz nicht nur in der Honigbiene, 
sondern auch für Erdhummeln (Bombus terrestris) und die rote Mauerbiene (Osmia bicornis) 
gezeigt. Die rote Mauerbiene zeigte in diesem Versuch die höchste Empfindlichkeit 
(SGOLASTRA et al. 2017). Auch die gleichzeitige Gabe eines Imidacloprid-Präparats mit 
einem Präparat des neuen Wirkstoffs Sulfoxaflor, der ebenfalls am nAChR wirkt, führte zu 
einer gesteigerten Toxizität im Vergleich zur alleinigen Gabe von Imidacloprid in Honigbienen 
(ZHU et al. 2017). Auch die Toxizität anderer Insektizide, wie die der Pyrethroide und der 
Carbamate, oder die Toxizität von Varroaziden wird durch die gleichzeitige Gabe mit 
Fungiziden oder Piperonyl-Butoxid erhöht (GLAVAN und BOZIC 2013, RINKEVICH et al. 
2015). 
Über synergistische Effekte bei gleichzeitiger Anwendung von Flupyradifuron und anderen 
Wirkstoffen liegen bisher nur wenige Daten vor. Falls Flupyradifuron aber wie die anderen 
Modulatoren des nAChR auch über Cytochrom P450 Monooxygenasen verstoffwechselt wird, 
liegt die Vermutung nahe, dass die gleichzeitige Gabe von Fungiziden die Toxizität von 
Flupyradifuron erhöhen können. Dies wurde in Studien für die Fungizide Tebuconazol 
(GLABERMAN und WHITE 2014) und Propiconazol bestätigt (TOSI und NIEH 2019). 
4.3.2 Mögliche Interaktion mit Nosema, Varroa und viralen Erregern 
In ihrem natürlichen Umfeld sind Bienen vielen Stressoren ausgesetzt. Dazu zählen Parasiten 
und Pathogene, wie Milben, Pilze, Bakterien, Viren, Nematoden und Parasitoiden. Für einige 
dieser Erreger ist bekannt, dass sie die Kognition und das Verhalten von Honigbienen 
beeinflussen können (GÓMEZ-MORACHO et al. 2017).  
Nosemose ist eine Erkrankung der Honigbiene, die meist mit Diarrhoe einhergeht. Erreger 
können dabei Nosema apis, das ursprünglich bei der Westlichen Honigbiene (Apis mellifera) 
auftrat, aber auch Nosema ceranae, ursprünglich bei der Asiatischen Honigbiene (Apis 
cerana) vorkommend, sein. Heute sind jedoch beide Erreger bei der Westlichen Honigbiene 
zu finden (VIDAL-NAQUET 2015). Es liegen zahlreiche Studien vor, die den Einfluss dieser 
Erreger auf Physiologie und Verhalten der Honigbiene untersuchen. Während MAYACK und 
NAUG (2009) beschrieben, dass die Zuckerempfindlichkeit bei Infektion mit Nosema ceranae 
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erhöht war, konnte dieses Ergebnis von PIIROINEN und GOULSON (2016) nicht bestätigt 
werden. Der unterschiedliche Versuchsaufbau kamm hierfür eine Erklärung sein. Während 
PIIROINEN und GOULSON (2016) die Bienen infizierten und für mehrere Tage im Käfig 
hielten, den Infektionsstatus im Folgenden aber nur über PCR bestimmten, wählten MAYACK 
und NAUG (2009) für ihre Experimente zwei Kolonien und bestimmten die Sporenlast der Tiere 
erst nach dem Versuch. Individuen mit mehr als 2,5 *105 Sporen wurden dabei als infiziert 
definiert. Des Weiteren zeigten die von PIIROINEN und GOULSON (2016) infizierten Bienen 
eine reduzierte olfaktorische assoziative Lernleistung. Auch zeigten mit Nosema ceranae 
infizierte Bienen früher im Leben Verhaltensweisen, die typischerweise erst zu einem späteren 
Zeitpunkt gezeigt werden (LECOCQ et al. 2016). In mehreren Studien wurde zudem gezeigt, 
dass die infizierten Tiere auch früher im Leben mit dem Sammeln begannen (FLEITES-AYIL 
et al. 2018, GOBLIRSCH et al. 2013, NATSOPOULOU et al. 2016). Auch das Sammeln selbst 
wird durch Nosema beeinflusst. Mit Nosema apis infizierte Bienen sammelten weniger Pollen 
(ANDERSON und GIACON 1992) und der Heimflug war bei Infektion mit Nosema ceranae 
gestört, was auf ein gestörtes Navigationsverhalten zurückzuführen sein kann (KRALJ und 
FUCHS 2010, WOLF et al. 2014). 
Die Milbe Varroa destructor ist ein Ektoparasit der Honigbiene, der ursprünglich auf der 
Asiatischen Honigbiene (Apis cerana) vorkam, heute aber auch bei der Westlichen Honigbiene 
(Apis mellifera) mit wenigen Ausnahmen weltweit verbreitet ist. Sie schädigt adulte Bienen und 
Larven direkt, ist aber auch Überträger zahlreicher Viren (VIDAL-NAQUET 2015). Einige 
Studien haben sich mit der Auswirkung von Varroa-Infestation auf Verhalten und Kognition der 
Honigbiene befasst. KRALJ et al. (2007) fanden durch Habituationsversuche und 
Sensitierungsversuche ein reduziertes nicht-assoziatives Lernvermögen von Varroa-
infestierten adulten Bienen, im Vergleich zu einer Kontrolle. Dagegen konnte von diesen 
Autoren auf das assoziative Lernen kein eindeutiger Effekt festgestellt werden. Im Unterschied 
dazu beschrieben ZANNI et al. (2018) einen negativen Einfluss einer Varroa Infestation im 
Larvenstadium auf das assoziative Lernen. Ebenso wurde nach Infestation mit Varroa eine 
frühere Ausführung von Ammentätigkeit im Vergleich zur Kontrolle festgestellt (ZANNI et al. 
2018) und befallene Tiere begannen früher mit der Sammeltätigkeit (DOWNEY et al. 2000). 
Auch die Fähigkeit, zum Bienenstock zurückzukehren, wurde durch Varroa Infestation 
beeinträchtigt (KRALJ und FUCHS 2006). 
Honigbienen können mit zahlreichen Viren infiziert sein. Diese haben unterschiedliche 
Übertragungswege. Bei einigen Viren spielt Varroa eine herausragende Rolle für die 
Transmission (VIDAL-NAQUET 2015). Für einige Viren ist bekannt, dass sie Verhalten und 
Kognition der Biene beeinflussen können. So führte das Deformed Wing Virus (DWV) zu einer 
erhöhten Empfindlichkeit für niedrige Zuckerkonzentrationen, jedoch zu erniedrigter Lern- und 
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Gedächtnisleistung in assoziativen Lernversuchen (IQBAL und MUELLER 2007). Auch das 
Israeli Acute Bee Paralysis Virus (IABPV) hatte diesen Effekt (LI et al. 2013). DWV infizierte 
Tiere zeigten außerdem Sammel-assoziierte Verhaltensweisen früher im Leben, was auf eine 
beschleunigte Alterung der Tiere zurückzuführen sein kann (NATSOPOULOU et al. 2016). LI 
et al. (2013) zeigten außerdem, dass IABPV infizierte Tiere Probleme bei der Rückkehr zum 
Bienenstock hatten. Eine Infektion mit DWV führte hingegen dazu, dass die Bienen kürzere 
Zeit sammelten und dabei kürzere Strecken zurücklegten (WELLS et al. 2016). 
Diese Erreger stellen häufig nicht die alleinigen Stressoren von Honigbienen dar. Sie können 
in Kombination miteinander, aber auch in Kombination mit Pflanzenschutzmitteln auf die 
Honigbiene einwirken. Studien zu möglichen synergistischen Effekten zwischen Erregern und 
Pflanzenschutzmitteln sind bisher in größerer Zahl nur für Nosema verfügbar. Nur wenige 
untersuchen den Effekt von Viren in Kombination mit Insektiziden. Es wurde gezeigt, dass die 
chronische Belastung eines Volkes mit dem Neonikotinoid Imidacloprid in subletalen Dosen 
zu einer erhöhten Sporenlast nach Infektion mit Nosema apis und Nosema ceranae führte 
(PETTIS et al. 2012). Die chronische Gabe von Thiacloprid bei gleichzeitig vorhandener 
Nosema ceranae Infektion führte außerdem zu einer erhöhten Mortalität bei adulten Bienen 
(DOUBLET et al. 2015, VIDAU et al. 2011). Die zusätzliche Infektion mit dem Black Queen 
Cell Virus (BQCV) hatte allerdings keinen additiven Effekt (DOUBLET et al. 2015). Die 
Kombination von Nosema ceranae Infektion und Fipronil-Gabe (VIDAU et al. 2011) führte 
ebenso wie die Kombination aus Nosema ceranae Infektion und Imidacloprid-Gabe zu einer 
gesteigerten Mortalität gegenüber der Mortalität, die die jeweiligen Faktoren alleine 
hervorriefen (ALAUX et al. 2010). Diese Autoren zeigten außerdem, dass diese Kombination 
zu kleineren Hypopharyngealdrüsen und verminderter Glucose Oxidase Aktivität führte. 
Dieses Enzym ist für die Prozessierung des Futtersafts nötig. PIIROINEN und GOULSON 
(2016) zeigten, dass sowohl Clothianidin als auch Nosema ceranae das assoziative 
Lernvermögen von Bienen beeinflussen kann, jedoch wurden für diese Kombination keine 
synergistische Effekte im Hinblick auf die Lernleistung festgestellt. Für Larven wurde gezeigt, 
dass die Mortalität aufgrund von DWV Infektion bei gleichzeitiger Thiacloprid-Gabe erhöht 
wird. Dieser additive Effekt wird auf eine erhöhte Viruslast bei Insektizid belasteten Bienen 
zurück geführt (DOUBLET et al. 2015). Es wurde außerdem gezeigt, dass die Applikation von 
Clothianidin zu einer erhöhten Virusvermehrung des DWV bei gleichzeitig verminderter 
Immunantwort führte (DI PRISCO et al. 2013). Die Auswirkungen einer gezielten Varroa 
Infestation, bei gleichzeitiger Verabreichung von Clothianidin an die Kolonie mit dem Futter, 
wurde von SIEDE et al. (2018) untersucht. Dabei wurden keine negativen Auswirkungen der 
Insektizid-Gabe in feldrealistischer Dosis auf die Koloniestärke und Koloniegesundheit, 
Mortalitätsrate und den Überwinterungserfolg festgestellt.  
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Die meisten der genannten Studien beziehen sich auf die Kombination von Neonikotinoiden 
mit anderen Stressoren. Für den Wirkstoff Flupyradifuron liegen bisher keine vergleichbaren 
Studien vor. Prinzipiell scheinen jedoch auch interaktive Effekte zwischen diesem Wirkstoff 
und Erregern wie Nosema oder Viren möglich, die untersucht werden sollten. Wie sich eine 
gleichzeitige Varroa-Infestation und Insektizid-Exposition auf das Verhalten der Honigbiene 
auswirkt, sollte aufgrund der hohen Prävalenz von Varroa ebenfalls das Ziel zukünftiger 
Studien sein. Auch Effekte von Flupyradifuron auf Immunität oder Fortpflanzung von 
Honigbienen wurden bisher nicht untersucht. Dies ist ein weiteres Feld, in dem Forschung 
betrieben werden sollte. 
4.4 Mögliche Effekte von Flupyradifuron auf Ebene des Bienenvolks 
4.4.1 Relevanz von Einflüssen auf die individuelle Biene auf Ebene des Bienenvolks 
Die Aufgaben, die jede individuelle Biene im Bienenvolk ausführt, dienen der Entwicklung des 
Bienenvolks. In Folge dessen können negative Effekte von Insektiziden auf individuelle Bienen 
auch das gesamte Bienenvolk schädigen. 
Durch den Tod zahlreicher Sammlerinnen bei akuter Insektizid-Exposition verliert das 
Bienenvolk innerhalb kürzester Zeit eine große Anzahl an Arbeiterinnen. Dies geschah 
beispielsweise im April 2008 in Süddeutschland nach Ausbringung von Clothianidin gebeiztem 
Mais-Saatgut, wobei hohe Clothianidin-Mengen angewendet wurden. Bei der Ausbringung 
entstand kontaminierter Staub, der sich auf umgebenden Blüten ablagerte und so die Bienen 
erreichte und schädigte (PISTORIUS et al. 2009). 
Aus dem Verlust von Sammlerinnen resultiert ein verminderter Futtereintrag. Das Bienenvolk 
versucht diesen zu kompensieren, indem jüngere Bienen frühzeitig mit Sammelflügen 
beginnen (QUIGLEY et al. 2018). So verändert sich die Altersstruktur des Bienenvolks und die 
Brutpflegeaktivität kann durch weniger vorhandene Ammenbienen rückläufig sein. Dies 
schadet der Volksentwicklung insgesamt und kann auch zum Tod ganzer Völker führen, was 
in Teilen auch bei dem Vorfall in Süddeutschland 2008 geschehen ist (PISTORIUS et al. 2009). 
Die Wahrnehmung des Zuckergehalts im Nektar ist wichtig für die Erkennung optimaler 
Trachtquellen. Lernen und Gedächtnisbildung sind dagegen unabdingbar um diese bei 
wiederholten Sammelflügen zu nutzen (MENZEL et al. 1993). Die Beeinträchtigung von 
Zuckerwahrnehmung, Lernen und Gedächtnis durch hohe Dosen von Flupyradifuron, 
möglicherweise auch in Kombination mit anderen Stressoren, kann dazu führen, dass das 
Sammelverhalten von Bienen nicht mehr optimal ausgeführt wird. Dies hätte zur Folge, dass 
die Kolonie nicht mehr adäquat mit Nahrung versorgt wird, was die Entwicklung des 
Bienenvolks beeinträchtigt. 
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Neben den kognitiven Fähigkeiten benötigt die Honigbiene für die optimale Ausführung von 
Verhaltensweisen auch motorische Fähigkeiten. Beispiele hierfür sind das Sammeln, Putzen, 
die Brutpflege aber auch der Bienentanz, der der Kommunikation von Trachtquellen dient 
(WINSTON 1987). Durch den Einfluss von Flupyradifuron auf das motorische Verhalten von 
Bienen, können diese Verhaltensweisen gestört sein. Dies hätte zur Folge, dass Abläufe im 
Bienenvolk gestört würden, was der Entwicklung der Kolonie schadet. 
Die Zuckerwahrnehmung, das Lernverhalten und die Motorik der Bienen wurden in den 
vorliegenden Studien nur durch vergleichsweise hohe Dosen an Flupyradifuron beeinträchtigt. 
Diese sollten bei bestimmungsgemäßer Anwendung des Insektizids nicht auftreten, können 
jedoch bei Unfällen oder Fehlanwendungen nicht ausgeschlossen werden. Im Unterschied 
dazu führte in der vorliegenden Studie eine vergleichsweise niedrige und feldrealistische Dosis 
von Flupyradifuron (s. 4.4.2. Rückstände von Flupyradifuron), verabreicht über eine Woche an 
frisch geschlüpfte Bienen, zu einem vorzeitigen Beginn der Flugaktivität und Sammelbeginn 
der behandelten Tiere. Der frühzeitige Sammelbeginn hat mehrere Folgen. Zum einen stehen 
dem Bienenvolk aus diesem Grund weniger Ammenbienen zur Verfügung, sodass die 
Brutpflege beeinträchtigt sein kann. Zum anderen ist bekannt, dass die Lebenserwartung der 
Honigbienen im Wesentlichen vom Alter des Übergangs zwischen Amme und Sammlerin 
abhängig ist. Während die Zeitspanne, in der Bienen Tätigkeiten im Bienenvolk verrichten, 
variabel ist, ist die Zeitspanne des Sammelns sehr eng begrenzt (RUEPPELL et al. 2007). 
Dies hat zur Folge, dass mit Flupyradifuron behandelte Bienen, die früher mit dem Sammeln 
beginnen, eine kürzere Lebenserwartung haben. Im zweiten Replikat der vorliegenden Studie, 
welches im September/Oktober durchgeführt wurde, zeigten mit Flupyradifuron behandelte 
Bienen zudem eine höhere Sammelaktivität. Die Bienen, die zu dieser Jahreszeit aufgezogen 
werden, werden mit einer hohen Wahrscheinlichkeit Winterbienen, die im Volk überwintern 
(MATTILA et al. 2001). Die erhöhte Sammelaktivität dieser Bienen im Herbst kann deren 
Lebenserwartung verkürzen, was die Volksstärke über den Winter negativ beeinflussen würde. 
Prinzipiell besteht also die Möglichkeit, dass Effekte, die Insektizide auf einzelne Bienen 
haben, auch die Entwicklung und den Überwinterungserfolg des gesamten Bienenvolks 
beeinträchtigen können. Die einzige verfügbare Feldstudie zu Flupyradifuron untersuchte den 
Einfluss des Insektizids auf die Koloniestärke nach Ausbringung auf Buchweizen. Hier konnten 
keine negativen Effekte auf die Kolonie-Entwicklung festgestellt werden (CAMPBELL et al. 
2016), jedoch wurde der Überwinterungserfolg nicht beurteilt. 
4.4.2 Rückstände von Flupyradifuron 
In der Landwirtschaft werden Pflanzenschutzmittel auf unterschiedlichen Wegen angewandt 
(s. Abbildung 1). Durch Spritzanwendung oder Blattanwendung aufgetragene Wirkstoffe 
können fliegende Insekten direkt treffen, durch Ablagerung auf Blühpflanzen in deren Nektar 
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und Pollen gelangen oder von den Pflanzen aufgenommen werden. Saatgutbeizung führt 
dazu, dass der Wirkstoff in der gesamten Pflanze verteilt wird und so auch in Nektar, Pollen, 
Guttationswasser oder Honigtau zu finden ist. Beide Wege können zur Folge haben, dass 
Wirkstoffe in den Boden gelangen und so in Stäuben zu finden sind, die sich wiederum auf 
Blühpflanzen ablagern können (EFSA 2012). In Stäube kann der Wirkstoff aber auch direkt bei 
der Ausbringung des gebeizten Saatguts gelangen, wie es auch bei dem beschriebenen 
Vorfall in Süddeutschland 2008 geschehen ist (s. 4.4.1. Relevanz von Einflüssen auf die 
individuelle Biene auf Ebene des Bienenvolks; PISTORIUS et al. 2009). 
In Abhängigkeit von der behandelten Pflanze variieren Rückstände von Flupyradifuron stark 
(GLABERMAN und WHITE 2014). Die niedrigsten Rückstände wurden dabei mit 
< 0,001mg a.i./kg Nektar und 0,002 mg a.i./kg Pollen in Wassermelonen gefunden. Mittlere bis 
hohe Rückstandsmengen fanden sich dagegen im Apfel: Nach zweimaliger Blattanwendung 
(205 g a.i./ha) waren Flupyradifuron Rückstände von 1,5 mg a.i./kg Nektar und 39 mg a.i./kg 
Pollen der Apfelblüten nachweisbar.  
Ausgehend von Berechnungen von RORTAIS et al. (2005), die Zuckergehalte von Nektar und 
Futteraufnahmemengen der verschiedenen Bienenarten einbezogen, wurden in der 
vorliegenden Arbeit mögliche Aufnahmemengen von Flupyradifuron berechnet. Winterbienen 
würden bei alleiniger Ernährung von Apfelnektar und Apfelpollen 0,041 g Flupyradifuron, 
Ammenbienen 0,7 g und Sammlerinnen bis zu 0,6 g Flupyradifuron pro Tag aufnehmen. 
TOSI und NIEH (2019) stellten vergleichbare Rechnungen zu Rückstandsmengen im Raps 
an. Die hier erreichten Werte liegen etwas höher und werden mit bis zu 5,5 µg pro Sammlerin 
pro Tag angegeben. Ausgehend von diesen Werten ist also der Standort entscheidend für die 
tatsächliche Aufnahmemenge von Flupyradifuron. Während in einer divers strukturierten 
Landschaft die tatsächliche Aufnahmemenge wohl deutlich niedriger liegen würde, können bei 
alleinigem Sammeln in Apfelplantagen oder auf Rapsfeldern durchaus Rückstandswerte 
erreicht werden, die in der vorliegenden Arbeit zu Effekten führte. Vor allem die relativ niedriger 
Dosis von 0,1 µg pro Biene pro Tag, die zu einem verfrühten Sammelbeginn führte, ist somit 
feldrealistisch. 
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Abbildung 2: Errechnete maximale Aufnahmemengen von Flupyradifuron in µg pro Biene pro 
Tag in Abhängigkeit von der Tätigkeit. 
4.5 Ausblick und offene Fragen 
In der vorliegenden Arbeit wurden Einflüsse von Flupyradifuron auf das Verhalten der 
Honigbiene untersucht. Es wurde gezeigt, dass relativ hohe Dosen bei einmaliger Gabe zu 
Veränderungen in Zuckerwahrnehmung, Lernen, Gedächtnis und in motorischen Fähigkeiten 
führte. Auch Effekte einer chronischen Exposition auf das Überleben und die Sammeltätigkeit 
wurden beschrieben. Dennoch stellen sich viele weitere Fragen und weitere Experimente 
sollten durchgeführt werden. Es sollte untersucht werden, wie sich die chronische Exposition 
in feldrealistischen Dosen auf die Honigbiene auswirkt. Hier können im Labor Effekte auf 
Geschmackswahrnehmung und Lernen, Motorik, aber auch auf Phototaxis, Aktivität und 
Rhythmik untersucht werden. In Bezug auf das Lernen kann hier noch weiter zwischen dem 
Lernen von Düften, Farben oder taktilen Reizen unterschieden werden. Des Weiteren sollten 
auch Effekte im Halbfreiland und Freiland analysiert werden. Hier kann beispielsweise die 
Auswirkung von Flupyradifuron auf den Bienentanz oder das Heimfindeverhalten untersucht 
werden.  
Aber auch Auswirkungen auf Volksebene sollten beleuchtet werden. Hier kann die 
Volksentwicklung oder der Überwinterungserfolg unter dem Einfluss von Flupyradifuron 
betrachtet werden. Um ein möglichst realistisches Bild zu erhalten, sollten all diese Versuche 
auch in Kombination mit weiteren Stressoren, wie anderen Pflanzenschutzmitteln oder 
subklinischen Erkrankungen, durchgeführt werden. 
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Flupyradifuron kann aber nicht nur die Honigbiene beeinträchtigen. Auch Wildbienen und 
andere wichtige Bestäuber haben Kontakt zu Pflanzenschutzmitteln, welche diesen schaden 
können. So wurde beispielsweise gezeigt, dass die Saatgutbeizung von Rapssamen mit dem 
Neonikotinoid Clothianidin und dem Pyrethroid b-Cyfluthrin zu einem verminderten 
Vorkommen von Wildbienen im Allgemeinen, weniger Nestbau von Solitärbienen und einem 
geringeren Wachstum von Hummelkolonien führte (RUNDLÖF et al. 2015). Unter diesem 
Aspekt sollte auch der Effekt von Flupyradifuron auf Wildbienen beleuchtet werden. 
Untersuchungen sollten sowohl im Freiland, als auch im Labor durchgeführt werden. 
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Einleitung: Risiken für Honigbienen stellen heutzutage schwindende natürliche Flächen und 
der Einsatz von Pestiziden in der Landwirtschaft dar. Flupyradifuron ist der Wirkstoff eines 
neuen Pflanzenschutzmittels der Bayer AG, das unter dem Namen „Sivanto“ vermarktet wird. 
Flupyradifuron an den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor im Gehirn der Honigbiene. 
Zielstellung:  Ziel dieser Arbeit ist es, subletale Effekte von Flupyradifuron auf Verhalten und 
Gehirnstrukturen der Honigbiene zu untersuchen. 
Material und Methoden: Der Effekt einer chronischen Flupyradifuron-Applikation in 
unterschiedlichen Konzentrationen über zehn Tage auf die Mortalität, wurde in frisch 
geschlüpften Sommerbienen und langlebigen Winterbienen untersucht (N = 30 pro 
Behandlung, jeweils vier Replikate). Die statistische Auswertung erfolgte mit der Kaplan-Meier-
Methode mit log-Rank Test. 
Nachdem Flupyradifuron einmalig an Honigbienen (N = 46, 47, 48 bzw. 55 pro Behandlung 
bei Nektar-sammelnden; N = 54, 68, 56 bzw. 62 pro Behandlung bei Pollen-sammelnden 
Bienen) verfüttert wurde, wurde deren Geschmackswahrnehmung getestet Im Folgenden 
wurden die Bienen mittels klassischer olfaktorischer Konditionierung auf einen Duft 
konditioniert. Das Gedächtnis wurde am nächsten Tag getestet. Zur statistischen Auswertung 
wurde die logistische Regression mit Post-Hoc Least Significant Difference Test angewendet. 
Es wurde eine Videoanalyse durchgeführt, um den Einfluss von Flupyradifuron auf die 
motorischen Fähigkeiten von Sommer- und Winterbienen zu untersuchen. Dazu wurde 
Flupyradifuron einmalig (N = 19 pro Behandlung im Sommer; N = 17 bzw. 16 pro Behandlung 
im Winter) oder über 24 h (N = 15 pro Behandlung im Sommer; N = 18 pro Behandlung im 
Winter) verabreicht. Zum Vergleich wurde das Experiment mit dem Neonikotinoid Imidacloprid 
bei Winterbienen wiederholt (N = 17 bzw. 16 pro Behandlung bei einmaliger Gabe; N = 16 pro 
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Behandlung bei 24 h Gabe). Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer nicht-
parametrischen Varianzanalyse (Kruskal-Wallis H Test) und dem Pearson Chi-Quadrat Test. 
Um die Effekte von Flupyradifuron auf das Sammelverhalten der Bienen zu untersuchen, 
wurde die RFID („radio frequency identification“) Technik angewandt. Frisch geschlüpfte 
Arbeiterinnen (N = 100) wurden in einem separaten Käfig im Bienenstock gehalten und mit 
Flupyradifuron behandelt. Nach sieben Tagen wurden die Bienen in die Kolonie entlassen und 
ihr Flugverhalten für 40 Tage verfolgt. Das Experiment wurde zweimal durchgeführt. Die 
Kaplan-Meier Methode mit log-Rank Test wurde angewandt um Sammelbeginn und -ende 
zwischen den Behandlungen zu vergleichen. Anzahl und Dauer der Sammelflüge zwischen 
den Behandlungsgruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. 
Um den Einfluss von Flupyradifuron auf Gehirnstrukturen zu untersuchen, wurden die Bienen 
über zehn Tage oral mit Flupyradifuron behandelt. Gehirne (N =10 pro Behandlung) wurden 
präpariert, Schnitte von 5 µm wurden hergestellt und mit Hämatoxylin/Eosin (H/E) gefärbt. 
Bei allen Versuchen wurde ein Signifikanzniveau von P < 0,05 festgelegt. 
Ergebnisse: In einer mittleren Konzentration von 1,0 µg pro Biene pro Tag war die Mortalität 
von Sommer- und Winterbienen in drei bzw. zwei von vier Replikaten signifikant erhöht. Eine 
zehnfach höhere Konzentration führte zu 100 % Mortalität, eine zehnfach niedrigere 
Konzentration war subletal. 
Flupyradifuron reduzierte die Geschmackswahrnehmung und das appetitive Lernen. Dabei 
hatte nur die höchste verwendete Konzentration (8,3 *10 -4 mol/l) einen signifikanten Einfluss, 
zwei zehnfach niedrigere Konzentrationen hatten keinen Effekt. 
Eine einmalige Flupyradifuron-Gabe störte das normale motorische Verhalten von Bienen und 
führte zu motorischen Ausfallerscheinungen. Dies war bei Winterbienen stärker ausgeprägt 
als bei Sommerbienen und wurde durch eine hohe Dosis (8.3 *10 -4 mol/l) hervorgerufen. Nach 
einer chronischen Gabe über 24 h waren die Veränderungen weniger stark ausgeprägt. 
Imidacloprid führte nicht zu motorischen Ausfallerscheinungen. 
Insektizid-behandelte Bienen zeigten signifikant früheres Sammelverhalten. Dies galt für beide 
Replikate. Im zweiten Replikat zeigten die behandelten Bienen zudem mehr Sammelflüge und 
diese dauerten länger. 
Die Analyse von Gehirnstrukturen nach der Behandlung mit Flupyradifuron mit Hilfe von 
Lichtmikroskopier brachte keine Veränderungen zu Tage. 
Schlussfolgerungen: In hohen Konzentrationen beeinflusst das neue Insektizid 
Flupyradifuron Kognition und Motorik der Honigbiene in ähnlicher Weise wie die teilweise 
verbotenen Neonikotinoide. In niedrigeren Konzentrationen sind die Effekte weniger stark 
ausgeprägt. Zukünftige Studien sollten mögliche synergistische Effekte von Flupyradifuron in 
Kombination mit Pflanzenschutzmitteln, wie Fungiziden, aber auch in Kombination mit 
Parasiten und anderen Krankheitserregern untersuchen.
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Introduction: Changing landscapes and pesticides resulting from intensified agriculture are 
two of the main threats for honeybees. Flupyradifurone is the active ingredient of a new 
pesticide released by Bayer AG under the name of “Sivanto”. It binds to the nicotinic 
acetylcholine receptor (nAchR) in the honeybee brain, similar to neonicotinoids. 
Aim: The aim of this study is to investigate effects of flupyradifurone on honeybee behavior 
und brain structure. 
Material and methods: The effect of a chronic application of flupyradifurone in different 
concentrations on mortality was studied in newly emerged summer bees and long lived winter 
bees (N = 30 per treatment, four replicates) over a period of ten days. Survival was analyzed 
using Kaplan-Meier –Method with log-rank Test. 
After feeding foraging honeybees (N = 46, 47, 48 respectively 55 per treatment in nectar 
foragers; N = 54, 68, 56 respectively 62 per treatment in pollen foragers) a single dose of 
flupyradifurone, gustatory responsiveness was quantified. Afterwards the bees were trained to 
an odor using classical olfactory conditioning. Memory was tested the next day. Statistical 
analysis was conducted using Logistic Regression. For post-hoc multiple comparisons we 
used the Least Significant Difference Test. 
Video analysis was conducted to test the effects of flupyradifurone on honeybee motor abilities 
in young summer bees and long lived winter bees. Flupyradifurone was administered once 
(N = 19 per treatment in summer; N = 17 respectively 16 per treatment in winter) or over the 
period of 24 h (N = 15 per treatment in summer; N = 18 per treatment in winter). For 
comparisons this experiment was repeated with the neonicotinoid imidacloprid (N = 17 
respectively 16 per treatment for single administration; N = 16 per treatment for 24 h 
application). Non-parametric analysis of variance (Kruskal-Wallis H Test) and Pearson Chi-
Square Test were applied to determine the effect of the insecticides on motor behavior 
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between the different treatment groups. To test effects of flupyradifurone on honeybee 
foraging, RFID (radio frequency identification) technology was applied. Newly emerged worker 
bees (N = 100) were taken in a separated cage on top of the bee hive and treated with 
flupyradifurone. After one week the bees were released into the colony and their flight behavior 
was tracked for 40 days. The experiment was repeated twice. Kaplan-Meier-Method with log-
rank Test was applied for comparing onset and end of foraging between the two treatment 
groups. Trips per active day and duration per trip between the different treatment groups were 
compared using Mann-Whitney U-Tests. 
Effects of flupyradifurone on honeybee brain structure were analyzed. Bees were treated with 
flupyradifurone for ten days. Brains (N = 10) were dissected and 5 µm sections were produced 
and stained with hematoxylin and eosin (H/E). 
For all experiments a significance level p < 0.05 was determined. 
Results: The mortality experiment revealed comparable results in newly emerged summer 
bees and long lived winter bees. The mortality of an intermediate concentration of 
approximately 1.0 µg flupyradifurone per bee per day was in three respectively two out of four 
replicates significantly increased. A tenfold higher concentration led to 100 % mortality, 
whereas a tenfold lower concentration was sublethal.  
Flupyradifurone reduced taste and appetitive learning performance in honeybees foraging for 
pollen and nectar. Only the highest concentration (8.3 *10 -4 mol/l) had significant effects, 
whereas two tenfold lower concentrations had no effects. 
Flupyradifurone disturbed normal motor behavior and evoked motor disabilities after a single 
administration. The observed effects were stronger in long lived winter bees than in young 
summer bees. However, only a high dose (8.3 *10 -4 mol/l) had these strong effects. After a 
continuous administration over 24 h the observed effects were less severe. Imidacloprid did 
not lead to motor disabilities. 
Pesticide-treated bees initiated foraging significantly earlier than control bees. This was true 
for both replicates. In the second replicate flupyradifurone treated bees furthermore showed 
more and longer foraging trips. 
Analyzing honeybee brains using light microscopy, no altered brain structures were observed 
after treating honeybees with flupyradifurone.  
Conclusion: High concentrations of flupyradifurone influence honeybee cognition and motor 
abilities in a similar way as the partly banned neonicotinoids.  
In lower concentrations, the observed effects are less severe. Future studies should examine 
possible synergistic effects of flupyradifurone between in combination with other pesticides, 
such as fungicides, but also in combination with parasites and other stressors, such as 
diseases. 
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8 Anhang 
8.1 Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: Wichtige Expositionsrouten von Honigbienen gegenüber Pflanzenschutzmitteln 
(modifiziert nach EFSA 2012). 71 
 
Abbildung 2: Errechnete maximale Aufnahmemengen von Flupyradifuron in µg pro Biene pro 
Tag in Abhängigkeit von der Tätigkeit. 78 
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8.2 Ergänzende Informationen zur ersten Publikation „Effects of the novel pesticide 
flupyradifurone (Sivanto) on honeybee taste and cognition” 
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8.3 Ergänzende Informationen zur zweiten Publikation „The novel pesticide 
flupyradifurone (Sivanto) affects honeybee motor abilities“ 
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8.4 Ergänzende Informationen zum dritten eingereichten Manuskript „Chronic 
exposure to the pesticide flupyradifurone leads to premature onset of foraging in 
honeybees (Apis mellifera)” 
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